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DNA-Sequenz kodierend fftr eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat 
Synthase und deren Oberproduktion in Pf lanzen 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von DNA-Seguen- 
zen codierend fur eine 1-Deoxy-D -Xylulose- 5 -Phosphat Synthase 
(DOXS) zur Herstellung von Pf lanzen mit erh6htem Tocopherol-, 

10 Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt, speziell die 
Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ-ID No* 1 oder SEQ-ID No. 3 Oder 
einer mit dieser hybridisierenden DNA-Seguenz, die Verwendung 
einer DNA-Seguenz SEQ ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und einer DNA- 
Sequenz SEQ-ID No. 5 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequen- 

15 zen kodierend fur eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase 
(DOXS) und eine p-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) zur 
Herstellung von Pf lanzen mit erhohtem Gehalt an Tocopherolen, Vi- 
tamin K, Chlorophyllen und/oder Carotinoiden, die Verwendung 
einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und einer DNA- 

20 Sequenz SEQ ID No. 7 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequen- 
zen kodierend fur eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase 
(DOXS) und eine Geranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase 
(GGPPOR) zur Herstellung von Pf lanzen mit erhdhtem Gehalt an To- 
copherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und/oder Carotinoiden, die 

25 Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, 

•einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 5 und einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 7 
oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequenzen kodierend fttr ein 
l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS), eine Hydroxyphe- 
nylpyruvat Dioxygenase (HPPD) und eine Geranylgeranyl-Pyro- 

30 phosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) zur Herstellung von Pf lanzen mit 
erhohtem Gehalt an Tocopherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und/ 
oder Carotinoiden, Verfahren zur Herstellung von Pf lanzen mit er- 
hohtem Tocopherol-, Vitamin Chlorophyll- und/oder Carotinoid- 
Gehalt, enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 

35 3; SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 5; SEQ-ID No. 1 
oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 7 bzw. eine DNA-Sequenz SEQ-ID 
No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7, die 
derart hergestellten Pf lanzen selbst, sowie die Verwendung der 
SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 zur Herstellung eines Testsystems 

40 zur Identif izierung von Inhibitoren der DOXS. 

Ein wichtiges Ziel pf lanzenmolekulargenetischer Arbeiten ist 
bisher die Erzeugung von Pf lanzen mit erhohtem Gehalt an Zuckern, 
Enzymen und Aminosauren. Wirtschaf tlich interessant ist jedoch 
45 auch die Entwicklung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an 
Vitaminen, wie z.B. der Erhohung des Tocopherol-Gehaltes . 
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Die in der Natur vorkommenden acht Verbindungen iait Vitamin E-Ak- 
tivit&t sind Derivate des 6-Chromanols (Ullmann's Encyclopedia 
of Industrial Chemistry, Vol. A 27 (1996), VCH Verlagsgesell- 
schaft, Chapter 4., 478-488, Vitamin E) . Die erste Gruppe (la-d) 
stammt von Tocopherol ab, die zweite Gruppe besteht aus Derivaten 
des Tocotrienols (2a- d) : 



10 




15 



la, a-Tocopherol : R 1 « R 2 = R 3 = CH 3 

lb, p-Tocopherol [148-03-8]: R* « R 3 « CH 3 , R 2 = H 

lc, -/-Tocopherol [54-28-4] : R* - H, R 2 = R 3 = CH 3 

Id, 8-Tocopherol [119-13-1]: R 1 = R 2 = H, R 3 « CH 3 



20 



25 




2a, a-Tocotrienol [1721-51-3] : R 1 = R 2 = R 3 = CH 3 

30 2b, p-Tocotrienol [490-23-3]: R* « R 3 = CH 3 , R 2 = H 

2c, y-Tocotrienol [14101-61-2]: R* = H, R 2 = R 3 = CH 3 

2d, 6-Tocotrienol [25612-59-3] : Rl «= R 2 = H, R 3 = CH 3 



Wirtschaf tlich groBe Bedeutung besitzt a-Tocopherol . 

35 

Der Entwicklung von Kulturpf lanzen mit erhdhtem Tocopherol -Geha It 
durch Gewebekultur oder Samenmutagenese und natOrliche Auswahl 
sind Grenzen gesetzt. So muB einerseits der Tocopherol -Gehalt 
bereits in Gewebekultur erf aBbar sein und andererseits kdnnen 

40 nur diejenigen Pf lanzen uber Gewebekultur techniken manipuliert 
werden, deren Regeneration zu ganzen Pf lanzen aus Zellkulturen 
gelingt. AuBerdem konnen Kulturpf lanzen nach Mutagenese und 
Selektion unerwunschte Eigenschaf ten zeigen, die durch teilweise 
mehrmalige Ruckkreuzungen wieder beseitigt werden mussen. Auch 

45 ware die Erhdhung des Tocopherol -Gehalt es durch Kreuzung auf 
Pf lanzen der selben Art beschrankt. 
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Aus diesen Gr&nden 1st das gentechnische Vorgehen, ein fiir die 
Tocopherol Syntheselei stung kodierendes, essentielles Biosynthe- 
segen zu isolieren und in Kulturpf lanzen gezielt zu ilbertragen, 
dem klassischen Zuchtungsverf ahren uberlegen. Dieses Verfahren 
5 setzt voraus, dafi die Biosynthese und deren Regulation bekannt 
ist und da 6 Gene, die die Biosyntheseleistung beeinf lussen, 
identif iziert werden. 

Isoprenoide Oder Terpenoide bestehen aus verschiedenen Klassen 
10 lipidloslicher Molekule und werden teilweise oder vollstSndig aus 
Cs-Isopren-Einheiten gebildet. Reine Prenyllipide (z.B. 
Carotinoide) bestehen aus C-Skeletten, die ausschlieBlich auf 
Isopren-Einheiten zurxickgehen, wahrend gemischte Prenyllipide 
(z.B. Chlorophyll) eine Isoprenoid-Seitenkette besitzen, die mit 
15 einem aroma tischen Kern verbunden ist. 

Ausgangspunkt der Biosynthese von Prenyllipiden sind 3 x Acetyl- 
CoA Einheiten, die liber B-Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA) und 
Mevalonat in die Ausgangs-Isopren-Einheit (C5) , dem Isopentenylpy- 
20 rophosphat (IPP) , umgewandelt werden. Kurzlich wurde durch in 
vivo PQtterungsexperimente mit C 13 gezeigt, dafi in verschiedenen 
Eubakterien, Grunalgen und pflanzlichen Chloroplasten ein Mevalo- 
nat-unabhangiger Weg zur Bildung von IPP beschritten wird: 

25 



30 



35 



40 



45 
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Glycerinaldehyd-3*Phosphat + Pyruvat 



DOXS 



1 * Deoxy-D- Xylulose - 5 - Phospha t 



10 



15 



I 

D^APP-^r 



DyAPP^ ^ IPP 

IPP 



GPP 

i 



20 GGPP 




25 



I 

f 



30 



Tocopherol e 



Dabei werden Hydroxye thy 1 thiamin, das durch Decarboxylierung von 
Pyruvat entsteht, und Glycerinaldehyd-3 -Phospha t (3-GAP) in einer 
durch die l-Deoxy-D-Xylulose-5 -Phospha t Synthase vermittelten 

35 *Transketolase*-Reaktion zun&chst in 1-Deoxy-D-Xylu- 

lose-5-phosphat umgewandelt (Schwender et al., FEBS Lett, 
414(1) ,129-134(1997) ; Arigoni et al., Proc. Natl. Acad .Sci USA 
94(2), 10600-10605 (1997); Langeetal., Proc . Natl * Acad . Sci . USA 
95(5), 2100-2104 (1998); Lichtenthaler et al . , FEBS Lett. 400(3), 

40 271-274(1997). Dieses wird dann durch eine intramolekulare Umord- 
nung in IPP umgesetzt (Arigoni et al., 1997) . Biochemische Daten 
deuten darauf hin, dafi der Mevalonat-Weg im Zytosol operiert und 
zur Bildung von Phytosterolen fuhrt. Das Antibiotikujn Mevinolin, 
ein spezifischer Inhibitor der Mevalonat-Bildung, fuhrt lediglich 

45 zur Inhibition der Stefol-Biosynthese im Zytoplasraa, wahrend die 
Prehyllipid-Bildung in den Plastiden unbeeinfluBt 1st (Bach und 
Lichtenthaler, Physiol. Plant 59(1983), 50-60. Der Mevalonat- 
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unabh&ngige Weg ist dagegen plastid&r lokalisi rt und fflhrt 
vornehmlich zur Bildung von Carotinoiden und plastidfiren Prenyl - 
lipiden (Schwender et al., 1997; Arigoni et al, 1997). 

5 IPP steht im Gleichgewicht mit seinem Isomer, dem Dimethylallyl 
Pyrophosphat (DMAPP) . Eine Kondensation von IPP mit DMAPP in 
Kopf-Schwanz Anlagerung ergibt das Monoterpen (Cio) Geranyl-Pyro- 
phosphat (GPP) • Die Addition von weiteren IPP Einheiten ftihrt zum 
Sesquiterpen (C15) Farnesy-Pyrophosphat (FPP) und zum Di terpen 
10 (C 2 o) Geranyl-Geranyl-Pyrophosphat (GGPP) . Die Verkntipfung zweier 
GGPP Molekule fuhrt zur Bildung der C4o-Vorlciuf er fiir Carotinoide. 
GGPP wird durch eine Prenylketten-Hydrogenase zum Phytyl-Pyro- 
phosphat (PPP) umgeformt, dem Ausgangsstof f fiir die weitere 
Bildung von Tocopherolen. 

15 

Bei den Rings trukturen der gemischten Prenyllipide, die zur 
Bildung der Vit amine E und K fuhren, handelt es sich urn Quinone, 
deren Ausgangsmetabolite aus dem Shikimat-Weg stammen. Die aroma- 
tischen Aminos&uren Phenylalanin bzw. Tyros in werden in Hydroxy- 

20 phenyl -Pyruvat umgewandelt, welches durch Dioxygenierung in Horao- 
gentisinsaure tiberfuhrt wird. Diese wird an PPP gebunden, um den 
Vorlaufer von a-Tocopherol und a-Tocoguinon, das 2-Methyl-6-phy- 
tylquinol, zu bilden. Durch Methylierungsschritte mit S-Adenosyl- 
methionin als Methyl-Gruppen-Donor entsteht zundchst 

25 2,3-Dimethyl-6-phytylguinol, dann durch Zyklisierung y-Tocopherol 
und durch nochmalige Methyl ierung a-Tocopherol (Richter, Bioche- 
mie der Pf lanzen, Georg Thieme Verlag Stuttgart, 1996) . 

In der Literatur f inden sich Beispiele die zeigen, dafi die Mani* 
30 pulation eines Enzyms den Metabolit-FluB direktional beeinfluBen 
kann. In Experimenten mit einer veranderten Expression der 
Phytoen Synthase, welche zwei GGPP-Molekule zu 15-cis-Phytoen 
miteinander verknupft, konnte ein direkter EinfluB auf die 
Carotinoid-Mengen dieser transgenen Tomatenpf lanzen gemessen 
35 werden (Fray und Grierson, Plant Mol. Biol. 22(4) ,589-602(1993) ; 
Fray et al.. Plant J., 8, 693-701(1995). Wie zu erwarten, zeigen 
transgene Tabakpf lanzen mit verringerten Mengen an Phenylalanin- 
Ammonium Lyase reduzierte Phenylpropanoid-Mengen. Das Enzym 
Phenylalanin-Ammonium Lyase katalysiert den Abbau von Phenyl- 
40 alanin, entzieht es also der Phenylpropanoid-Biosynthese (Bate et 
al.,Proc. Natl. Acad. Sci USA 91 (16): 7608-7612 (1994); Howies 
et al.. Plant Physiol. 112. 1617-1624(1996). 

Uber die Erhohung des Metabolitf lusses zur Steigerung des Toco- 
45 pherol-Gehaltes in Pflanzen durch Obeexpression einzelner 

Biosynthesegene ist bisher wenig bekannt. Lediglich WO 97/27285 
beschreibt eine Modif ikation des Tocopherol -Gehaltes durch 
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verst§rkte Expression bzw. durch Herunterregulation des Enzyms 
p-Hydroxyphenylpyruvatdioxygenase (HPPD) . 

Aufgabe der vorliegenden Erf indung war die Entwicklung einer 
5 transgenen Pf lanze mit erhdhtem Gehalt an Tocopherolen, 
Vitamin K, Chlorophyllen und Carotinoiden. 

Die Aufgabe wurden uberraschenderweise gelds t durch die fiber- 
expression eines 1 - Deoxy-D -Xylulose- 5 -Phosphat Sythase (DOXS)- 
10 Gens in den Pf lanzen. 

Um den Metabolit-Flufl aus dem Primarstof fwechsel in den Isopre- 
noid-Stof fwechsel zu verst&rken, wurde die Bildung von IPP als 
allgemeines Ausgangssubstrat fur alle plastid&ren Isoprenoide 

15 erhoht. Zu diesem Zweck wurde in Pflanzen die Aktivit&t der DOXS 
durch Uberexpression des homologen Gens (Gen aus Orgnismus der 
selben Art) erhoht. Dies kann auch durch die Expression eines 
heterologen Gens (Gens aus entfern ten Organismen) erreicht 
werden. Nukleotidseguenzen sind aus Arabidopsis thai i ana DOXS 

20 (Acc. No. U 27099), Reis (Acc. No. AF024512) und Pfefferminze 
(Acc. No. AF019383) beschrieben. 

In einem Ausfuhrungsbeispiel 1 wird das DOXS-Gen aus Arabidopsis 
thaliana (SEQ-ID No.:l; Mandel et al, Plant J. 9, 649-658(1996); 

25 Acc. No. U27099) in transgenen Pflanzen verst&rkt exprimiert. 
Eine Plastidenlokalisierung ist durch die in der Gensequenz 
enthaltenen Transitsignalseguenz gew&hrleistet . Auch geeignet als 
Expressionskassette ist eine DNA-Sequenz, die fur ein DOXS-Gen 
kodiert, das mit SEQ-ID No. 1 hybridisiert und das aus anderen 

30 Organismen wie zum Beispiel E. coli (SEQ-ID No. 3) bzw. vorzugs- 
weise aus anderen Pflanzen stammt. 

Das nun vermehrt zur Verfugung stehende GGPP wird weiter in 
Richtung Tocopherole und Carotinoide umgesetzt. 

35 

Die eff iziente Bildung von Carotinoiden ist essentiell fttr die 
Photosyn these, wobei sie neben den Chlorophyllen als "Lichtsamm- 
ler-Komplexe" zur besseren Ausnutzung der Photonenenergie dienen 
(Heldt, Pf lanzenbiochemie. Spektrum Akademischer Verlag 

40 Heidelberg Berlin Oxford, 1996) . Zusatzlich erfullen Carotinoide 
wichtige Schutzfunktionen gegen Sauerstof f-Radikale wie den 
Singulett-Sauerstof f , den sie wieder in den Grundzustand zuriick- 
fuhren konnen (Asada, 1994; Demming -Adams und Adams, Trends in 
Plant Sciences 1; 21-26(1996). Es wurde eine 1-Deoxy-D-Xylu- 

45 lose-5-Phosphat Synthase defekte Arabidopsis thaliana Mutante 
isoliert, die einen "Albino-Phanotyp* zeigt (Mandel et al, 1996) . 
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Daraus ist abzuleiten, daB eine verringerte Menge an Carotinoiden 
in den Plastiden negative Auswirkungen auf die Pflanze hat. 

Die Aufgabe wurden auch gelost durch die Uberexpression eines 
5 l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) -Gens und eines 
p-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) -Gens in den Pflanzen, 
siehe Abbildung 1. 

Um den Metabolit-Flufi aus dem Primarst of fwechsel in den Isopre- 
10 noid-Stof fwechsel zu verstarken, wurde die Bildung von IPP als 
allgemeines Ausgangssubstrat fur alle plastidcLren Isoprenoide er- 
h6ht. Zu diesem Zweck wurde in transgenen Tabak- und Rapspflanzen 
die Aktivitat der DOXS durch Uberexpression der DOXS aus E.coli 
erhdht. Dies kann durch Expression homologer oder anderer hetero- 
15 loger Gene erreicht werden. 

Das nun vermehrt zur Verfugung stehende D-l-Desoxy-Xylulose- 
5-Phosphat wird weiter in Richtung Tocopherole und Carotinoide 
umgesetzt. 

20 

Daruberhinaus verstarkt die Bildung von Homogentisins&ure den 
Metabolitf lufi weiter in Richtung von Phytylguinonen und damit 
Tocopherol, siehe Abbildung 1. Homogentisinsaure wird gebildet 
aus p-Hydroxyphenylpyruvat durch das Enzym p-Hydroxyphenylpyruvat 
25 Dioxygenase (HPPD) . cDNAs, die ftir dieses Enzym kodieren, wurden 
aus verschiedenen Organismen wie beispielsweise aus Mikroorganis - 
men, aus Pflanzen und aus dem Menschen beschrieben. 

In Ausfuhrungsbeispiel 11 wurde erstmals das HPPD-Gen aus Strep- 
30 tomyces avermitilis (Denoya et al., J. Bacteriol. 176(1994), 

5312-5319; SEQ-ID No* 5) zusammen mit der DOXS aus E.coli SEQ-ID 
No. - 3 in Pflanzen und pflanzlichen Plastiden uberexprimier t . 

Die Erhohung der plastidaren IPP Bildung ffihrt zur verst&rkten 
35 Bildung aller plastidaren Isoprenoide. Die erhohte Bereitstellung 
von Homogentisinsaure gew&hrleistet, dafi genugend Substrat ffir 
die Bildung von Tocopherolen in den Plastiden zur Verftigung 
steht. Dieses nun vermehrt zur Verfugung stehende Homogentisat 
kann in den transgenen Pflanzen seinerseits mit der durch die 
40 Uberexpression der DOXS erhohten Menge an Phytyldiphosphat (PPP) 
umgesetzt werden. PPP nimmt dabei eine Schlusselstellung ein, da 
es einerseits als Ausgangssubstrat fur chlorophylle und Phyllo- 
guinone, andererseits fur Tocopherole dient. 

45 Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt durch Transforma- 
tion der Pflanzen mit einem das DOXS-und das HPPD-Gen ent- 
haltenden Konstrukt. Als Modellpf lanzen fiir die Produktion von 
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Tocopherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und Carotinoiden wurden 
Tabak und Raps eingesetzt. 

Gegenstand der Erf indung ist auch die Verwendung der DNA-Sequen- 
5 2 en SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 5, die ftir eine 
DOXS bzw. HPPD oder deren funktionelle Aquivalente kodieren, zur 
Herstellung einer Pflanze mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin 
Chlorophyll- und/ oder Carotinoid-Gehalt . Die Nukleins&uresequen- 
zen konnen dabei z.B. DNA- oder cDNA-Sequenzen sein. Zur Inser- 
10 tion in eine Expressionskassette geeignete kodierende Sequenzen 
sind beispielsweise solche, die fur eine DOXS bzw. HPPD kodieren 
und die dem Wirt die Fahigkeit zur Uberproduktion von Tocopherol 
verleihen. 

15 Die Expressionskassetten beinhalten auBerdem regulative Nuklein- 
s&uresequenzen, welche die Expression der kodierenden Seguenz in 
der Wirtszelle steuern. Gem&B einer bevorzugten Ausfilhrungsform 
umfaBt eine Expressionskassette stromaufw&rts, d.h. am S'-Ende 
der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stromabw&rts, d.h. am 

20 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenfalls weitere 
regulatorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden ko- 
dierenden Sequenz ftir das DOXS- bzw. HPPD-Gen operativ verkntipf t 
sind. 

25 Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten DOXS- bzw. HPPD- 
DNA Sequenz und vorzugsweise einer zwischen Promotor und DOXS- 
bzw. HPPD DNA-Seguenz inserierten DNA, die fur ein chloropla- 
stenspe2if isches Transitpeptid kodiert, sowie einem Polyadenylie- 

30 rungssignal nach gangigen Rekombinations- und Klonierungs- 

techniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch 
und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in 
T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments with Gene 

35 Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1984) und in Ausubel, F.M. et al,, Current Protocols in Molecu- 
lar Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley- Interscience 
(1987) beschrieben sind. 

40 Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren DNA- 
Sequenz fur ein DOXS- bzw. HPPD-Fusionsprotein kodiert, wobei ein 
Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die Translo- 
kation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind ftir die Chloro- 
plasten spezif ische Transitpeptide, welche nach Translokation des 

45 DOXS- bzw. HPPD -Gens in die Chloroplasten vom DOXS- bzw. HPPD- 
Teil enzymatisch abgespalten werden. Insbesondere bevorzugt ist 
das Transitpeptid, das von der plastidaren Transketolase <TK) 
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oder einem funktionellen Aquivalent dieses Trans itpept ids (z.B. 
dem Transitpeptid der kleinen Untereinheit der Rubisco Oder der 
Ferredoxin NADP Oxidoreduktase) abgeleitet ist. 

5 Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur 
ein DOXS-Gen und ein HPPD-Gen kodiert, in einen Vektor, 
beispielsweise pBinl9, kloniert, der geeignet ist # Agrobacterium 
tumefaciens zu trans formier en, 

10 Eii* weiterer Gegenstand der Erf indung betrif f t die Verwendung 
einer Expressionskassette enthaltend DNA-Sequenzen SEQ-ID No. 1 
oder SEQ-ID No, 3 und SEQ-ID No. 5 oder mit dies en hybridisie- 
rende DNA-Sequenzen zur Transformation von Pf lanzen, -zellen, 
-geweben oder Pf lanzenteilen. Vorzugsweise ist Ziel der 

15 Verwendung die Erhohung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- 
und Carotinoid-Gehaltes der Pflanze. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression spezifisch 
in den Blattern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze 
20 erfolgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile sind ein weiterer 
Gegenstand der vorliegenden Erf indung. 

Gegenstand der Erf indung sind aufierdem transgene Pf lanzen, trans - 
25 formiert mit einer Expressionskassette enthaltend die Seguenz 
SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 5 oder mit diesen 
hybridisierende DNA-Sequenzen, sowie transgene Zellen, Gewebe, 
Teile und Vermehrungsgut solcher Pf lanzen. Besonders bevorzugt 
sind dabei transgene Kulturpf lanzen, wie z.B. Gerste, Weizen, 
30 Roggen, Mais, Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, 
Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Al- 
falfa, Salat und die verschiedenen Baum-, NuB- und Weinspezies. 

Weitere Gegenstande der Erf indung sind: 

35 

Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man Expressionskassetten enthaltend eine DNA- 
Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und eine DNA-Sequenz 
SEQ-ID No. 5 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequenzen in 
40 eine Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze oder 
Protoplasten von Pflanzen einbringt. 

Verwendung der DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID NOi 3 und 
SEQ-ID No. 5 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequenzen 
45 zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-, Vita- 
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min K-! Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt durch Expres- 
sion einer DOXS und einer HPPD DNA-Seguenz in Pflanzen. 

Die Aufgabe wurden auch geldst durch die Uberexpression eines 
5 l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) -Gens und eines Ge- 
ranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) -Gens in den 
Pflanzen, siehe Abbildung 1. 

Um den Metabolit-FluB aus dem Prim&rstof fwechsel in den Isopre- 
10 noid-Stof fwechsel zu verstarken, wurde die Bildung von IPP als 
allgemeines Ausgangssubstrat fUr alle plastidaren Isoprenoide 
erhdht. Zu diesem Zweck wurde in transgenen Tabak- und Raps- 
pflanzen die Aktivit&t der DOXS durch Oberexpression der DOXS aus 
E.coli erhoht. Dies kann durch Expression homologer oder anderer 
15 heterologer Gene erreicht werden. 

Um das nun vermehrt zur Verfugung stehende GGPP in Richtung Toco- 
pherole und Carotinoide umzusetzen, wird in einem weiteren 
erf indungswesentlichen Schritt zusatzlich die Aktivit&t des Eri- 
20 zyms Geranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase durch Ober- 

expression eines entsprechenden Gens gesteigert. I>urch diese MaB- 
nahme wird eine verst&rkte Bildung von Phytylpyrophosphat durch 
verstarkte Umsetzung von Geranylgeranyl-Pyrophosphat zu Phytylpy- 
rophosphat erreicht. 

Hierzu wird beispielsweise das GGPPOR-Gen aus Arabidopsis tha- 
liana (SEQ-ID No. 7) in transgenenen Pflanzen verst&rkt expri- 
miert. Um eine Plastidenlokalisation zu gewahrleisten ist der 
Arabidopsis GGPPOR eine Transitsignalsequenz vorangestellt. Auch 
30 geeignet als Expressionskassette ist eine DNA-Sequenz, die ffcr 
ein GGPPOR-Gen codiert, das mit SEQ-ID No. 7 hybridisiert und das 
aus anderen Organismen bzw. aus anderen Pflanzen stammt. 

In Ausfuhrungsbeispiel 15 ist die Klonierung des GGPPOR -Gens aus 
35 Arabidopsis thaliana beschrieben. 

Die Erhohung der plastidaren l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat und 
Phytylpyrophosphat Bildung fuhrt zur verstarkten Bildung aller 
plastidaren Isoprenoide, so dafi genugend Substrat fur die Bildung 
40 von Tocopherolen, Chlorophyll en, Vitamin K und Phylloquinonen in 
den Plastiden zur Verfugung steht. 

Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt durch Transforma- 
tion der Pflanzen mit einem das DOXS-und das GGPPOR-Gen ent- 
45 haltenden Konstrukt. Als Modellpf lanzen fur die Produktion von 
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Tocopherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und Carotinoiden wurden 
Tabak und Raps eingesetzt. 

Gegenstand der Erf indung ist die Verwendung der DNA-Sequenzen 
5 SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No, 3 und SEQ-ID No. 7 die fOr eine DOXS 
bzw, GGPPOR oder deren funktionelle Aquivalente kodieren, zur 
Herstellung einer Pflanze mit erhdhtem Tocopherol-, Vitamin K-, 
Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt . Die Nukleinsauresequen- 
2en konnen dabei z.B. DNA- oder cDNA-Sequenzen sein. Zur Inser- 
10 tion in eine Expressionskassette geeignete kodierende Sequenzen 
sind beispielsweise solche, die ftir eine DOXS bzw. GGPPOR kodie- 
ren und die dem Wirt die Fahigkeit zur Oberproduktion von Toco* 
pherol verleihen. 

15 Die Expressionskassetten beinhalten auBerdem regulative Nuklein- 
sSuresequenzen, welche die Expression der kodierenden Sequenz in 
der Wirtszelle steuem. Gem&B einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
umfafit eine Expressionskassette stromaufw&rts, d.h. am 5 # -Ende 
der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stromabw&rts, d.h„ am 

20 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenf alls weitere 
regulatorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden ko- 
dierenden Sequenz f Or das DOXS- bzw. GGPPOR-Gen opera tiv ver- 
knupft sind. Unter einer opera tiven Verknupfung versteht man die 
sequenzielle Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Termi- 

25 nator und ggf . weiterer regulativer Elemente derart, daB jedes 
der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der 
kodierenden Sequenz bestimmungsgem&B erfullen kann. Die zur ope- 
rativen Verknupfung bevorzugten aber nicht darauf beschr&nkten 
Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur Gewahrlei stung der subzel- 

30 lularen Lokalisation im Apoplasten, in der-Vakuole, in Plastiden, 
im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER) , im Zell- 
kern, in Olkorperchen oder anderen Kompartimenten und Translati- 
onsverstarker wie die 5' -Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik- 
Virus (Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 (1987), 8693 -8711). 

35 

Beispielhaf t kann die pflanzliche Expressionskassette in den Ta- 
bak-Transf ormationsvektor pBinAR-Hyg eingebaut werden. Abb. 2 
zeigt die Tabaktransf ormationsvektoren pBinAR-Hyg mit 35S-Promo- 
tor (A) bzw. pBinAR-Hyg mit samenspezif ischem Promotor Phaseolin 
40 796 (B) : 

HPT; Hygromycin-Phospho transferase 
OCS: Octopin-Synthase-Terminator 
PNOS: Nopalin-Synthase-Promotor 
45 - auBerdem sind solche Restriktionsschnittstellen eingezeich- 
net, die nur einmal. den Vektor schneiden. 
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Als Prorootoren der Expressionskassette ist grunds&tzlich jeder 
Promotor geeignet, der die Expression von Fremdgenen in Pflanzen 
steuern kann. Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen 
pflanzlichen Promotor oder einen Promotor, der einem Pflanzenvi- 
5 rus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Promotor 
aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus (Franck et al.. Cell 21 (1980), 
285 - 294). Dieser Promotor en th&lt bekanntlich unterschiedliche 
Erkennungssequenzen ftir transkriptionale Ef fektoren, die in ihrer 
Gesamtheit zu einer permanenten und konstitutiven Expression des 
10 eingefuhrten Gens fuhren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 
2195-2202). 

Die Expressionskassette kann auch einen chemisch induzierbareii 
Promotor en thai ten, durch den die Expression des exogenen DOXS- 

15 bzw. GGPPOR-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt 
gesteuert werden kann. Derartige Promo toren wie z.B. der 
PRPl-Promotor (Ward et al. f Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 
361-366) , ein durch Salizylsaure induzierbarer Promotor 
(WO 95/19443), ein durch Benzenesulf onamid-induzierbarer 

20 (EP-A 388186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al., 
(1992) Plant J. 2, 397-404), ein durch Abscisins&ure-induzier- 
barer (EP-A 335528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-in- 
duzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnen u.a, verwendet werden. 

25 Weiterhin sind insbesonders solche Promo toren bevorzugt, die di 
Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
die Biosynthese von Tocopherol bzw. des sen Vorstufen stattfindet. 
Insbesondere zu nennen sind Promo toren, die eine blattspezif ische 
Expression gewahrleisten. Zu nennen sind der Promotor der cyto- 

30 solischen FBPase aus Kartoffel oder der ST-LSI Promotor 

aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245), 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promo tors mit einer geeigneten DOXS- bzw. 

35 GGPPOR-DNA Seguenz und vorzugsweise einer zwischen Promotor und 
DOXS- bzw. GGPPOR-DNA- Seguenz inserierten DNA, die fur ein chlo- 
roplastenspezif isches Transitpeptid kodiert, sowie einem Polyade- 
nylierungssignal nach gangigen Rekombinations- und Klonierungs- 
techniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch 

40 und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in 
T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments with Gen 
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecu- 

45 lar Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley- Interscience 
(1987) beschrieben sind. 
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Es kdnnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren DNA- 
Sequenz ffcr ein DOXS- bzw. GGPPOR-Fusionsprotein kodiert, wobei 
ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die 
Translokation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind f\ir die 
5 Chloroplasten spezifische Trans itpep tide, welche nach Transloka- 
tion des DOXS- bzw. GGPPOR-Gens in die Chloroplasten vom DOXS- 
bzw, GGPPOR-Teil enzymatisch abgespalten werden* Insbesondere 
bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plastid&ren Trans - 
ketolase (TK) oder einem f unktionellen Aquivalent dieses Transit - 
10 peptids (z.B. dem Transitpeptid der kleinen Untereinheit der 

Rubisco oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase) abgeleitet ist. 

Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur 
ein DOXS-Gen bzw. ein GGPPOR-Gen kodiert., in einen Vektor, 
15 beispielsweise pBinl9, kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium 
tumefaciens zu transf ormieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung be tr if ft die Verwendung 
einer Expressionskassette enthaltend DNA-Sequenzen SEQ ID No. .1 
20 oder SEQ ID No. 3, SEQ-ID No. 7 oder mit diesen hybridisierende 
DNA*Sequenzen zur Transformation von Pf lanzen, -zellen, -geweben 
oder Pf lanzenteilen. Vorzugsweise ist Ziel der Verwendung die Er- 
hohung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und Carotinoid- 
Gehaltes der Pflanze. 

25 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression spezif isch 
in den Blattern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze er- 
folgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile sind ein weiterer Ge- 
30 genstand der vorliegenden Erf indung. 

Gegenstand der Erf indung sind aufierdem transgene Pf lanzen, tresis- 
formiert mit einer Expressionskassette enthaltend die Sequenz 
SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 7 oder mit diesen 

35 hybridisierende DNA-Sequenzen, sowie transgene Zellen, Gewebe, 
Teile und Vermehrungsgut solcher Pf lanzen. Besonders bevorzugt 
sind dabei transgene Kulturpf lanzen, wie z.B. Gerste, Weizen, 
Roggen, Mais, Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, 
Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Al- 

40 falfa, Salat und die verschiedenen Baum-, NuB- und Weinspezies. 

Wei t ere Gegenstande der Erf indung sind: 

Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
45 zeichnet, daB man Expressionskassetten enthaltend eine DNA- 

Sequenz SEQ-ID No. 1 oder eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 3 und 
eine SEQ-ID No. 7 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequen- 
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zen in eine Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze 
Pflanze oder Protoplasten von Pflanzen einbringt. 

Verwendung der DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und 
5 SEQ-ID No. 7 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequenzen 

zur Herstellung von Pflanzen mit erhdhtem Tocopherol-, Vita- 
min K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt durch Expres- 
sion einer DOXS und einer GGPPOR DNA-Sequenz in Pf lanzen. 

10 Die Auf gabe wurden auch geldst durch die tJberexpression eines 
l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) -Gens, eines p-Hy- 
droxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) -Gens und eines Geranylgera- 
nylpyrophosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) -Gens in den Pflanzen, 
siehe Abb il dung 1. 

15 

Urn den Metabolit-Flufi aus dem Prim&rstof fwechsel in den Isopre- 
noid-Stof fwechsel zu verst&rken, wurde die Bildung von IPP als 
allgemeines Ausgangssubstrat fur alle plastidaren Isoprenoide er- 
hoht. Zu diesem Zweck wurde in transgenen Tabak- und Rapspf lanzen 
20 die Aktivit&t der DOXS durch Oberexpression der DOXS aus E.coli 
erhoht. Dies kann auch durch Expression homologer oder anderer 
heterologer DOXS-Gene - wie zum Beispiel einer DNA-Sequenz SEQ-ID 
No. 1 - erreicht werden. 

25 Das nun vermehrt zur Verfiigung stehende D-l-Desoxy-Xylu- 

lose-5-Phosphat wird weiter in Richtung Geranylgeranylpyrophosp- 
hat umgesetzt. 

Um das vermehrt zur Verfugung stehende GGPP in Richtung Toco- 
30 pherole und Carotinoide umzusetzen, wird in einem weiteren 

erf indungswesentlichen Schritt zusatzlich die Aktivit&t des En- 
zyms Geranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase durch Ober- 
expression eines entsprechenden homologen oder heterologen Gens 
gesteigert. Durch diese MaBnahme wird eine verstarkte Bildung von 
- 35 Phytylpyrophosphat durch verst&rkte Umsetzung von Geranylgeranyl- 
Pyrophosphat zu Phytylpyrophosphat erreicht. 

Hierzu wird beispielsweise das GGPPOR-Gen aus Arabidopsis tha- 
liana (SEQ-ID No. 7) in transgenen Pflanzen verst&rkt exprimiert. 
40 Um eine Plastidenlokalisation zu gewahrleisten ist der Arabidop- 
sis GGPPOR eine Transitsignalsequenz vorangestellt . Auch geeignet 
als Expressionskassette ist eine DNA-Sequenz, die fOr ein GGPPOR- 
Gen codiert, das mit SEQ-ID No. 7 hybridisiert und das aus ande- 
ren Organismen bzw. aus anderen Pflanzen stammt. 

45 
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In Ausftihrungsbeispiel 15 ist die Klonierung des GGPPOR-Gens aus 
Arabidopsis tha liana beschrieben. 

Um das vermehrt zur Verfiigung stehende PPP in Richtung Toco- 
5 pherole und Carotinoide umzusetzen, wird in einem we iter en 
erf indungswesentlichen Schritt zus&tzlich die Aktivit&t des En- 
zyms p-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) durch Ober- 
expression eines entsprechenden homologen oder heterologen Gens 
gesteigert. Durch diese Maflnahme wird eine verstfcrkte Bildung von 
10 Homogentisinsaure durch verstSrkte Umsetzung von Hydroxyphenylpy- 
ruvat in Homogentisinsaure erreicht. 

cDNAs , die ftir dieses Enzym kodieren, wurden aus verschiedenen 
Organismen wie beispielsweise aus Mikroorganismen, aus Pf lanzen 
15 und aus dem Menschen beschrieben. 

In Ausfxihrungsbeispiel 10 wird die Klonierung des HPPD-Gens aus 
Streptomyces avermitilis beschrieben (Denoya et al., J- Bacte- 
rid. 176(1994), 5312-5319; SEQ-ID No. 5). Um eine Plastidenloka- 
20 lisation zu gewahrleisten ist der HPPD aus Streptomyces eine 
Transitsignalsequenz vorangestellt . Auch geeignet als Expres- 
sionskassette ist eine DNA-Sequenz, die fur ein HPPD-Gen codiert, 
das mit SEQ-ID No. 5 hybridisiert und das aus anderen Organismen 
bzw. aus Pf lanzen stammt. 

25 

Die Erhohung der plastidaren D-l-Desoxy-Xylulose-5-Phosphat, der 
Phytylpyrophosphat und der Homogentisinsaure Bildung ftihrt zur 
verstarkten Bildung aller plastid&ren Isoprenoide. Die erh5hte 
Bereitstellung dieser Vorstuf en gew&hrleistet, daB genugend Sub- 
30 strat fur die Bildung von Tocopherolen, Chlorophylle, Vitamin K 
und Phylloquinone in den Plastiden zur Verfugung steht. 



35 



Die Hers tel lung der erf indungsgemaBen transgenen Pf lanzen erfolgt 
durch Transformation der Pf lanzen mit einem das D0XS-, das HPPD- 
Gen und das GGPPOR-Gen enthaltenden Konstrukt (Beispiel 17). Als 
Model Ipf lanzen fur die Produktion von Tocopherolen, Vitamin K, 
Chlorophyllen und Carotinoiden wurden Tabak und Raps eingesetzt. 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der DNA-Sequenzen 
40 SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7, 
die fur eine DOXS, eine HPPD und eine GGPPOR oder deren funktio- 
nelle Aquivalente kodieren, zur Herstellung einer Pflanze mit er- 
hohtem Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid- 
Gehalt* Die Nukleinsaureseguenzen konnen dabei z.B. DNA- Oder 
cDNA-Sequenzen sein. Zur Insertion in eine Expressionskassette 
geeignete kodierende Seguenzen sind beispielsweise solche, di 



45 
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ftir eine DOXS, eine HPPD und eine GGPPOR kodieren und die dem 
Wirt die F&higkeit zur Oberproduktion von Tocopherol verleihen. 

Die Expressionskassetten beinhalten auBerdem regulative Nuklein- 
S s&uresequenzen, welche die Expression der kodierenden Sequenz in 
der Wirtszelle steuern. Gem&B einer bevorzugten Ausfuhrungsf onn 
umfaBt eine Expressionskassette stromauf wdrts, d.h. am 5'-Ende 
der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stromabw&rts, d.h. am 
3'-Ende, ein Polyadenylierungs signal und gegebenenf alls weitere 

10 regulatorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden ko- 
dierenden Sequenz f\ir das DOXS-, das HPPD- bzw. das GGPPOR-Gen 
operativ verknupf t sind. Unter einer operativen Verknupfung ver- 
steht man die sequenzielle Anordnung von Promotor, kodierender 
Sequenz, Terminator und ggf . weiterer regulativer Elemente der- 

15 art, daB jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der 
Expression der kodierenden Sequenz bestimmungsgemiLB erf Oil en 
kann. Die zur operativen Verknupfung bevorzugten aber nicht dar- 
auf beschrankten Sequenzen sind Targeting-Sequenzen zur Gew&hr- 
leistung der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in der Va- 

20 kuole, in Plastiden, im Mitochondrium, im Endoplasmatischen Reti- 
kulum (ER) , im Zellkern, in filkorperchen oder anderen Komparti- 
menten und Translationsverst£rker wie die 5' -FGhrungssequenz aus 
dem Tabak-Mosaik- Virus (Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 
(1987) , 8693 -8711) . 

25 

Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in den Ta- 
bak-Transf ormationsvektor pBinAR-Hyg eingebaut werden. Abb, 2 
zeigt die Tabaktransf ormationsvektoren pBinAR-Hyg mit 35S-Promo- 
tor {A) bzw. pBinAR-Hyg mit samenspezif ischem Promotor Phaseolin 
30 796 (B): 

HPT: Hygromycin- Phosphotransferase 
OCS: Octopin-Synthase-Terminator 
PNOS: Nopalin-Synthase-Promotor 
35 - auBerdem sind solche Restriktionsschnittstellen eingezeich- 
net, die nur einmal den Vektor schneiden. 

Als Promotoren der Expressionskassette ist grundsdtzlich jeder 
Promotor geeignet, der die Expression von Fremdgenen in Pflanzen 

40 steuern kann. Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen 

pflanzlichen Promotor oder einen Promotor, der einem Pflanzenvi- 
rus entstammt, Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Promotor 
aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus (Franck et al., Cell 21 (1980), 
285 - 294) . Dieser Promotor enthalt bekanntlich unterschiedliche 

45 Erkennungs sequenzen fur transkriptionale Effektoren, die in ihrer 
Gesamtheit zu einer permanenten und konstitutiven Expression des 
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eingefuhrten Gens ftthren (Ben fey et al. # EMBO J. 8 (1989), 
2195-2202) . 

Die Expressionskassette kann auch einen chemisch induzierbaren 
5 Promo tor en thai ten, durch den die Expression des exogenen DOXS-, 
HPPD- , bzw. GGPPOR-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeit- 
punkt gesteuert werden kann. Derartige Promo toren wie z.B. der 
PRPl-Promotor (Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 
361-366) , ein durch Salizylsaure induzierbarer Promotor 
10 (WO 95/19443) , ein durch Benzenesulf onamid- induzierbarer 

(EP-A 388186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al., 
(1992) Plant J. 2, 397-404), ein durch Abscisinsaure-induzier- 
barer (EP-A 335528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon-in- 
duzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnjen u.a. verwendet werden. 

15 

Weiterhin sind insbesonders solche Promotor en bevorzugt, die die 
Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
die Biosynthese von Tocopherol bzw. dessen Vorstufen stattfind t. 
Insbesondere zu nennen sind Promo tor en, die eine blattspezif ische 
20 Expression gew&hrleisten. Zu nennen sind der Promotor der cyto- 
solischen FBPase aus Kartoffel oder der ST-LSI Promotor aus Kar- 
toffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245). 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
25 eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten DOXS-, HPPD- bzw. 
GGPPOR-DNA Sequenz und vorzugsweise einer zwischen Promotor und 
DOXS-,HPPD- bzw. GGPPOR-DNA- Sequenz inserierten DNA, die ftir ein 
chloroplastenspezif isches Transitpeptid kodiert, sowie einem Po- 
lyadenylierungssignal nach gangigen Rekombinations- und 
30 Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. 
Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) so- 
wie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments 
with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
35 Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols 
in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley-Inter- 
science (1987) beschrieben sind. 

Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren DNA- 
40 Sequenz fur ein DOXS-, HPPD- bzw. GGPPOR-Fusionsprotein kodiert, 
wobei ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die 
Trans lokat ion des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind fur die 
Chloroplasten spezif ische Trans itpeptide, welche nach Transloka- 
tion des D0XS-, HPPD- bzw. GGPPOR-Gens in die Chloroplasten vom 
45 DOXS-, HPPD- bzw. GGPPOR-Teil enzymatisch abgespalten werden. 

Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plasti- 
d&ren Transketolase (TK) oder einem f unktionellen Aquivalent die- 
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ses Transitpeptids (z.B. dem Transitpeptid der kleinen Unter- 
einheit der Rubisco oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase) ab- 
geleitet ist. 

5 Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fdr 
ein DOXS-Gen, ein HPPD-Gen und ein GGPPOR-Gen kodiert, in einen 
Vektor, beispielsweise pBinl9, kloniert, der geeignet ist, Agro- 
bacterium tumefaciens zu transf ormieren. 

10 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung 
einer Expressionskassette enthaltend DNA-Sequenzen SEQ-ID No. 1 
oder SEQ-ID No. 3, SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7 oder mit diesen 
hybridisierende DNA-Sequenzen zur Transformation von Pflanzen, 
-zellen, -geweben oder Pf lanzenteilen. Vorzugsweise ist Ziel der 

15 Verwendung die Erhdhung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- 
und Carotinoid-Gehaltes der Pflanze. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression spezifisch 
in den Blattern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze er- 
20 folgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile sind ein weiterer Ge- 
genstand der vorliegenden Erfindung. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, trans - 
25 formiert mit einer Expressionskassette enthaltend die Seguenz 
SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7 
oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequenzen, sowie transgene 
Zellen, Gewebe, Teile und Vermehrungsgut solcher Pflanzen. Beson- 
ders bevorzugt sind dabei transgene Kulturpf lanzen, wie z.B. t3 r- 
30 ste, Weizen, Roggen, Mais, Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zucker- 
rube, Canola, Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, To- 
mate, Raps, Alfalfa, Salat und die verschiedenen Baum^, Nufi- und 
Weinspezies. 

35 Weitere GegenstSnde der Erfindung sind; 

Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man Expressionskassetten enthaltend eine DNA- 
Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, eine DNA-Sequenz 
40 SEQ-ID No. 5 und eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 7 oder mit die- 

sen hybridisierende DNA-Sequenzen in eine Pf lanzenzelle, in 
Kallusgewebe, eine ganze Pflanze oder Protoplasten von Pflan- 
zen einbringt. 

45 - Verwendung der DNA-Sequenzen SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, 
SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7 oder mit diesen hybridisierende 
DNA-Sequenzen zur Herstellung von Pf lanz n mit erhdhtem Toco- 
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pherol-. Vitamin Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt 
durch Expression einer DOXS-, einer HPPD- und einer GGPPOR- 
DNA-Sequens; in Pflanzen. 

5 Zus&tzliche Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die 
Entwicklung eines Testsystems zur Identif izierung von Inhibitoren 
der DOXS. 

Diese Aufgabe wurde gelost durch die Expression eines DOXS-Gens 
10 aus Arabidopsis oder E* coli bzw. damit hybridisierende DNA-Se- 
guenzen und anschlieBende Testung von Chemikalien auf Hemmung der 
DOXS-Enzymaktivit&t. 

Die Herstellung der transgenen Pflanzen erf olgt durch Transforma- 
15 tion der Pflanzen mit einem das DOXS-Gen enthaltenden Konstrukt. 
Als Model lpflanzen fOr die Produktion von Tocopherolen, Vitamin 
K # Chlorophyllen und Carotinoiden wurden Arabidopsis und Raps 
eingesetzt. 

20 Die Klonierung des vollstandigen DOXS-Gens aus Arabidopsis 
erfolgt fiber die Isolierung der ffcr das DQXS-Gen spezifischen 
CDNA (SEQ-ID No, 1) . 

Gegenstand der Erfindung 1st die Verwendung der DNA-Sequenz SEQ 
25 ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 die filr eine DOXS oder deren funktio- 
nelles Aguivalent kodiert, zur Herstellung einer Pflanze mit er- 
h6htem Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid- 
Gehalt. Die Nukleins&uresequenz kann dabei z.B. eine DNA- oder 
eine cDNA-Sequenz sein. Zur Insertion in eine Expressionskassette 
30 geeignete kodierende Seguenzen sind beispielsweise solche, die 
ftir eine DOXS kodieren und die dem Wirt die Fahigkeit zur Ober- 
produktion von Tocopherol verleihen. 

Die Expressionskassetten beinhalten auBerdem regulative Nuklein- 
35 sauresequenzen, welche die Expression der kodierenden Sequeriz in 
der Wirtszelle steuern. Gem^B einer bevorzugten Ausffchrungsform 
umfaBt eine Expressionskassette stromaufw&rts, d.h. am 5'-Ende 
der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stromabwarts, d.h. am 
3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenf alls weitere 
40 regulatorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden ko- 
dierenden Seguenz fur das DOXS-Gen operativ verknupf t sind. Unter 
einer operativen Verknupfung versteht man die sequenzielle Anord- 
nung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf. wei- 
terer regulativer Elemente derart, daB jedes der regulativen 
45 Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimmungsgemaB erfullen kann. Die zur operativen 
Verknupfung bevorzugten aber nicht darauf beschrankten Sequenzen 
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sind Targeting-Seguenzen zur Gew&hrleistung der subzellul&ren 
Legalisation im Apoplasten, in der Vakuole, in Plastiden, im 
Mitochondriuni, im Endoplasmatischen Retikulum (ER) , im Zellkern, 
in dlkorperchen oder anderen Kompartimenten und Translationsver- 
5 starker wie die 5'-Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaic-Virus 
(Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 (1987) 8693 -8711). 

Beispielhaf t kann die pf lanzliche Expressionskassette in den 
Tabak-Transf ormationsvektor pBinAR-Hyg eingebaut werden. Abb. 
10 zeigt die Tabaktransformationsvektoren pBinAR-Hyg mit 35S-Promo- 
tor (A) bzw. pBinAR-Hyg mit samenspezif ischem Promotor Phaseolin 
796 (B) : 

HPT: Hygromycin-Phosphotransf erase * 
15 - OCS: Octopin-Synthase-Terminator 
PNOS: Nopalin-Synthase-Promotor 

auSerdem sind solche Restriktionsschnittstellen eingezeich- 
net, die nur einmal den Vektor schneiden. 

20 Als Promotoren der Expressionskassette ist grunds&tzlich jeder 
Promotor geeignet, der die Expression von Fremdgenen in Pflanzen 
steuern kann. Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen 
pflanzlichen Promotor oder einen Promoter, der einem Pflanzen- 
virus entstammt. Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Promotor 

25 aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus {Franck et al.. Cell 21 (1980) , 
285 - 294) . Dieser Promotor enth&lt bekanntlich unterschiedliche 
Erkennungssequenzen ffcr transkriptionale Effektoren, die in ihrer 
Gesamtheit zu einer permanenten und konstitutiven Expression des 
eingefOhrten Gens fuhren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 

30 2195 - 2202) . 

Die Expressionskassette kann auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor enthalten, durch den die Expression des exogenen DOXS- 
Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert wer- 

35 den kann. Derartige Promotoren wie z.B. der PRPl-Promotor (Ward 
et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 361-366), ein durch Salizyl- 
s&ure induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein durch Benzenesul- 
fonamid- induzierbarer (EP-A 388186) , ein durch Tetrazyklin* 
induzierbarer (Gatz et al., (1992) Plant J. 2, 397-404), ein 

40 durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. ein durch 
Ethanol- oder Cyclohexanon- induzierbarer (WO 93/21334) Promotor 
kdnnen u.a. verwendet werden. 

Weiterhin sind insbesonders solche Promotoren bevorzugt, die die 
45 Expression in Geweben oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 
die Biosynthese von Tocopherol bzw. dessen Vorstufen stattfindet. 
Insbesondere zu nennen sind Promotoren, die eine blattspezif ische 
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Expression gew&hrleist n. Zu nennen sind der Promotor der cyto- 

solischen FBPase aus Kartoffel Oder der ST-LSI Promotor 

aus Kartoffel (Stockhaus t al.,. EMBO J. 8 (1989) 2445 - 245). 

5 Mit Hilfe eines samenspezif ischen Promotors konnte ein Fremd- 
protein stabil bis zu einem Anteil von 0,67 % des gesamten l&sli- 
chen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpf lanzen expri- 
miert werden (Fiedler und Conrad, Bio/Technology 10 (1995), 
1090-1094) . Die Express ionskassette kann daher beispielsweise 

10 einen samenspezif ischen Promotor (bevorzugt den Phaseolin- 

Promotor (US 5504200), den USP- (Baumlein, H. et al. Mol. Gen. 
Genet. (1991) 225 (3) , 459 - 467) oder LEB4-Promotor (Fiedler und 
Conrad, 1995)), das LEB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen 
und ein ER-Retentionssignal enthalten. Der Aufbau einer derar- 

15 tigen Kassette ist in der Abbildung 2 schematisch beispielhaf t 
dargestellt. 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten DOXS-DNA Sequenz 

20 und vorzugsweise einer zwischen Promotor und DOXS-DNA- Sequenz 
inserierten DNA, die fxir ein chloroplastenspezif isches Transit - 
peptid kodiert, sowie einem Polyadenylierungssignal nach g&ngigen 
Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise 
in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: 

25 A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et 
al.. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 

30 Assoc. and Wiley-Interscience (1987) beschrieben sind. 

Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in den 
Apoplasten, in Plastiden, in die Vakuole, in das Mitochondrium, 
in das Endoplasmatische Retikulum (ER) oder durch ein Fehlen 

35 entsprechender operativer Sequenzen einen Verbleib im Komparti- 
ment des Entstehens, dem Zytosol, gew&hrleisten (Kermode, Crit. 
Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 285 - 423). FQr die Menge der 
Proteinakkumulation in transgenen Pf lanzen besonders f order lich 
erwiesen hat sich eine Lokalisation im ER (Schouten et al.. Plant 

40 Mol. Biol. 30 (1996), 781 - 792). 

Es kdnnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren DNA- 
Sequenz fur ein DOXS-Fusionsprotein kodiert, wobei ein Teil des 
Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die Translokation des 
45 Polypeptides steuert. Besonders bevorzugt sind fur die Chloropla- 
sten spezif ische Transitpeptide, welche nach Translokation des 
DOXS-Gens in die Chloroplasten vom DOXS-Teil enzymatisch abge- 
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spalten werden. Insbesonder bevorzugt ist das Transitpeptid, das 
von der plastidfiren Transketolase <TK) oder einem funktionellen 
Equivalent dieses Trans itpept ids (z.B. dem Transitpeptid der 
kleinen Untereinheit der Rubisco od r der Perredoxin NADP Oxido- 
5 reduktase) abgeleitet ist. 

Die inserierte Nukleotid-Sequenz kodierend fOr eine DOXS kann 
synthetisch hergestellt oder natiirlich gewonnen sein oder eine 
Mischung aus synthetischen und nattirlichen DNA-Bestandteilen 

10 enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen DOXS-Genabschnit- 
ten verschiedener Organismen bestehen. 1m allgemeinen werden 
synthetische Nukleotid-Sequenzen mit Kodons erzeugt, die von 
Pflanzen bevorzugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons 
kdnnen aus Kodons mit der hdchsten Proteinhauf igkeit bestimmt 

15 werden, die in den meisten interessanten Pf lanzenspezies 

exprimiert werden. Bei der Preparation einer Expressionskassette 
konnen verschiedene DNA-Fragmente manipuliert werden, um eine 
Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckm&Bigerweise in der 
korrekten Richtung liest und die mit einem korrekten Leseraster 

20 ausgestattet ist. Fur die Verbindung der DNA-Fragmente miteinan- 
der konnen an die Fragmente Adaptoren oder Linker angesetzt 
werden. 

Zweckm&Bigerweise konnen die Promoter- und die Terminator-Regio- 
25 nen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker oder Polylinker, 
der eine oder mehrere Restriktionsstellen fiir die Insertion- die- 
ser Sequenz enth&lt, versehen werden. In der Regel hat der Linker 
1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktions- 
stellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb der regulatori- 
30 schen Bereiche eine GroBe von weniger als 100 bp, haufig weniger 
als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann sowohl nativ 
bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanz 
sein. Die Expressionskassette beinhaltet in der 5* -3 '-Transkrip- 
tionsrichtung den Promotor, eine DNA-Sequenz die f\lr ein DOXS -Gen 
35 codiert und eine Region fur die transkriptionale Termination. 
Verschiedene Terminationsbereiche sind gegeneinander beliebig 
austauschbar. 

Ferner konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnit- 
40 tstellen bereitstellen oder die uberflussige DNA oder Restrikti- 
onsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Subs ti tut ionen wie z.B. Transitionen und Trans- 
versionen in Frage kommen, konnen in vi tro-Mutagenese, "primerre- 
pair*, Restriktion oder Ligation verwendet werden. Bei geeigneten 
45 Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing -back* oder Auffiil- 
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len von. Oberh&ngen fur "bluntends* , konnen komplement&re Enden 
der Fragmente fxir die Ligation zur Verfugung gestellt werden. 

Von Bedeutung ftir den erf indungsgemafien Erfolg kann u.a. das 
5 Anhangen des spezifischen ER-Retentionssignals SEKDEL sein 
(Schouten, A. et al. Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781 - 792), 
die durchschnittliche Express ionshohe wird damit verdreifacht 
bis vervierfacht. Es konnen auch andere Retentionssignale, 
die naturlicherweise bei im ER lokalisierten pflanzlichen und 
10 tierischen Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kassette 
eingesetzt werden, 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pf lanzliche Polyadeny- 
lierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen T-DNA- 
15 Polyadenylierungssignale aus Agrobacteriuaa tumefaciens, ins- 

besondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) des Ti-Plasmids 
pTiACHS entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984) 835 ff) oder 
funktionelle Aguivalente. 

20 Eine Expressionskassette kann beispielsweise einen konstitutiven 
Promotor (bevorzugt den CaMV 35 S-Promotor) , das LeB4-Signalpep- 
tid, das zu exprimierende Gen und das ER-Retentionssignal enthal- 
ten. Als ER-Retentionssignal wird bevorzugt die Aminos&uresequenz 
KDEL (Lysin, AsparaginsSure, GlutaminsSure, Leucin) verwendet. 

25 

Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur 
ein DOXS-Gen kodiert, in einen Vektor, beispielsweise pBin!9, 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans - 
formieren. Mit einem solchen Vektor transf ormierte Agrobakterien 

30 konnen dann in bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, 
insbesondere von Kulturpf lanzen, wie z.B. von Tabakpf lanzen, 
verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blotter oder 
Blattstucke in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschlieBend 
in geeigneten Medien kultiviert werden. Die Transformation von 

35 Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus F.F. 
White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 
S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15 - 38. Aus den 
transf ormierten Zellen der verwundeten Blotter bzw. Blattstucke 

40 konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen regeneriert werden, 
die ein in die Expressionskassette integriertes Gen fur die Ex- 
pression eines DOXS-Gens enthalten. 

Zur Transformation einer Wirtspf lanze mit einer fur eine DOXS 
45 kodierenden DNA wird eine Expressionskassette als Insertion in 
einen rekombinanten Vektor eingebaut, des sen Vektor-DNA 
zuscitzliche funktionelle Regulationssignale, beispielsweise 
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Sequenzen fflr Replikation oder Integration enth&lt. Geeignete 
Vektoren sind unter anderem in 'Methods in Plant Molecular 
Biology and Biotechnology* (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71 - 119 
(1993) beschrieben. 

5 

Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und 
Klonierungstechniken k6nnen die Expressionskassetten in geeignete 
Vektoren kloniert werden, die ihre Vermehrung, beispielsweise in 
E. coli, ermog lichen. Geeignete Klonierungsvektoren sind u.a. 
10 pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet 
sind binare Vektoren, die sowohl in E. coli als auch in 
Agrobakterien replizieren kdnnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung betriff t die Verwendung 
15 einer Expressionskassette enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ-ID 
No. 1 Oder SEQ-ID No. 3; SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und 
SEQ-ID No. 5; SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID No. 7 
bzw. eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID 
No. 5 und SEQ-ID No. 7, oder rait diesen hybridisierende DNA-Se- 
20 quenzen zur Transformation von Pf lanzen, -zellen, -geweben oder 
Pf lanzenteilen. Vorzugsweise ist Ziel der Verwendung die Erhohung 
des Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und Carotinoid-Gehaltes 
der Pflanze. 

25 Dabei kann je nach Wahl des Promoters die Expression spezifisch 
in den BIS t tern, in den Samen oder anderen Teilen der Pflanze 
erfolgen. Solche transgenen Pf lanzen, deren Vermehrungsgut sowie 
deren Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile sind ein weiterer 
Gegenstand der vorliegienden Erf indung. 

30 

Die Expressionskassette kann daruberhinaus auch zur Transforma- 
tion von Bakterien, Cyanobakterien, Hefen, f ilamentosen Pilzen 
und Algen mit dem Ziel einer Erhohung der Tocopherol-, Vitamin 
K- , Chlorophyll und/oder Carotinoid-Produktion eingesetzt werden. 

35 

Die Obertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 
Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 

40 Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die Protoplas ten- 
transformation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme, 
das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte 
particle bombardment Methode, die Elektroporation, die Inkubation 
trockener Embryonen in DNA-hal tiger L6sung, die Mikroinjektion 

45 und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die genann- 
ten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., Techniques 
for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering 
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and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic 
Press (1993) 128 - 143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant Phy- 
siol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205 - 225) beschrieben. 
Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
5 kloniert, der geeignet ist, Agrobacterivm tximefaciens zu trans - 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res, 
12 (1984) 8711). 

Mit einer Expressionskassette transf ormierte Agrobakterien konnen 
10 ebenfalls in bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, 

insbesondere von Kulturpf lanzen, wie Getreide, Mais, Hafer, Soja, 
Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnenblume, Flachs, Hanf , 
Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und den verschie- 
denen Baum-, NuB- und Weinspezies, verwendet werden, z.B. indem 
15 verwundete Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakterienldsung 
gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

Funktionell aquivalente Sequenzen, die fur ein DOXS-Gen kodieren, 
sind solche Sequenzen, welche trotz abweichender Nukleotidsequenz 
20 noch die gewunschten Funktionen besitzen. Funktionelle Aquiva- 
lente umfassen somit naturlich vorkonunende Varianten der hierin 
beschriebenen Sequenzen sowie kunstliche, z.B. durch chemische 
Synthese erhaltene, an den Kodon-Gebrauch einer Pflanze ange- 
paBte, kunstliche Nukleotid-Sequenzen. 

25 

Unter einem funktionellen Equivalent versteht man insbesondere 
auch naturliche oder kunstliche Mutationen einer ursprunglich 
isolierten fur eine DOXS kodierende Sequenz, welche weiterhin die 
gewunschte Funktion zeigen. Mutationen umfassen Substitutionen, 

30 Additionen, Deletionen, Vertauschungen oder Insertionen eines 
oder mehrerer Nukleotidreste. Somit werden beispielsweise auch 
solche Nukleotidsequenzen durch die vorliegende Erfindung mit 
umfaBt, welche man durch Modifikation der DOXS -Nukleotidsequenz 
erhait. Ziel einer solchen Modifikation kann z.B. die weitere 

35 Eingrenzung der darin enthaltenen kodierenden Sequenz oder z.B. 
auch die Einfugung weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen 
sein. 

Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren 
40 Funktion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Genfragment, 
abgeschwacht oder verstSrkt ist. 

AuBerdem sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, 
wie oben beschrieben, die gewunschte Eigenschaf t beispielsweise 
45 der Erhohung des Tocopherol -Gehaltes in der Pflanze durch 

Uberexpression des DOXS-Gens in Kulturpf lanzen vermitteln. Solche 
artif iziellen DNA-Sequenzen konnen beispielsweise durch Ruckuber- 
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setzung mittels Molecular Modelling konstruierter Proteine, die 
DOXS Aktivitat aufweisen Oder durch in vitro-Selektion ermittelt 
werden. Besoriders geeignet sind kodierende DNA-Sequenzen, die 
durch Ruckubersetzung einer Polypeptidsequenz gem&B der ffcr die 
5 Wirtspflanze spezif ischen Kodon-Nutzung erhalten wurden. Die 
spezif ische Kodon-Nutzung kann ein mit pf lanzengenetischen Metho- 
den vertrauter Fachmann durch Computerauswertungen anderer, 
bekannter Gene der zu transf ormierenden Pflanze leicht ermitteln. 

10 Als weitere geeignete &quivalente Nukleins&ure-Seguenzen sind zu 
nennen Sequenzen, welche fur Fusionsproteine kodieren, wobei 
Bestandteil des Fusionsproteins ein pflanzliches DOXS-Polypeptid 
oder ein funktionell aquivalenter Teil davon ist. Der zweite Teil 
des Fusionsproteins kann z.B. ein wei teres Polypeptid mit enzyma- 

15 tischer Aktivit&t sein oder eine antigene Polypeptidsequenz mit 
deren Hilfe ein Nachweis auf DOXS -Express ion mdglich ist (z.B. 
myc-tag oder his- tag) . Bevorzugt handelt es sich dabei jedoch um 
eine regulative Proteinsequenz, wie z.B. ein Signal- oder Trans - 
itpeptid, das das DOXS-Protein an den gewtinschten Wirkort leitet. 

20 

Gegenstand der Erfindung sind aber auch die erf indungsgera&B 
erzeugten Express ionsprodukte sowie Fusionsproteine aus einem 
Transitpeptid und einem Polypeptid mit DOXS-AktivitSt . 

25 Erhdhung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll und/oder Caro- 
•tinoid-Gehaltes bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
kunstlich erworbene F&higkeit einer erhohten Biosyntheseleistung 
dieser Verbindungen durch funktionelle Uberexpression des DOXS- 
Gens in der Pflanze gegenuber der nicht gentechnisch 

30 modif izierten Pflanze fur die Dauer mindes tens einer Pflanzenge - 
neration. 

Der Biosyntheseort von Tocopherol ist im allgemeinen das Blattge- 
webe, so daB eine blattspezif ische Expression des DOXS-Gens 
35 sirinvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, daB die Tocopherol -Bio - 
syn these nicht auf das Blattgewebe beschrankt sein muB f sonde rn 
auch in alien CLbrigen Teil en der Pflanze -beispielsweise in 
fetthaltigen Samen - gewebespezif isch erfolgen kann. 

40 Daruberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen DOXS- 
Gens von Vorteil. Andererseits kann aber auch eine induzierbare 
Expression wunschenswert erscheinen. 

Die Wirksamkeit der Expression des transgen exprimierten DOXS- 
45 Gens kann beispielsweise in vitro durch SproBmeristemvermehrung 
ermittelt werden. Zudem kann eine in Art und Hohe veranderte 
Expression des DOXS-Gens und deren Auswirkung auf die Tocopherol - 
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Biosyntheselei stung an Testpflanzen in Gew&chshausversuchen 
getestet werden.. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, 
5 transf ormiert mit einer Expressionskassette enthaltend die 

Sequenz SEQ-ID No.l oder SEQ-ID No. 3; SEQ-ID No, 1 oder SEQ-ID 
No. 3 und SEQ-No. 5; SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und SEQ-ID 
No. 7 bzw. eine DNA- Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und 
SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7, oder mit diesen hybridisierende 

10 DNA-Sequenzen, sowie transgene Zellen, Gewebe, Telle und Vermeh- 
rungsgut solcher Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabei 
transgene Kulturpf lanzen, wie z.B. Gerste, Weizen, Roggen, Mais, 
Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnenblume, 
Flachs, Hanf , Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und 

15 die verschiedenen Baum-, NuB- und Weinspezies, 

Pflanzen im Sinne der Erfindung sind mono- und dikotyle Pflanzen 
oder Algen. 

20 Um ef f iziente Hemmstoffe der DOXS f inden zu kdnnen, ist es 
notwendig, geeignete Testsysteme, mit denen Inhibitor-Enzym- 
Bindungsstudien durchgef&hrt werden konnen, zur Verfflgung zu 
stellen. Hierzu wird beispielsweise die komplette cDNA-Seguenz 
der DOXS aus Arabidopsis in einen Expressionsvektor (pQE, Qiagen) 

25 kloniert \md in E. coli uberexprimiert. 

Das mit Hilfe der Expressionskassette exprimierte DOXS-Protein 
eignet sich besonders zur Auffindung von fur die DOXS spezifi- 
schen Hemmstof f en. 

30 

Dazu kann die DOXS beispielsweise in einem Enzymtest eingesetzt 
werden, bei dent die AktivitSt der DOXS in An- und Abwesenheit 
des zu testenden Wirkstoff s ermittelt wird. Aus dem Vergleich 
der beiden Aktivitatsbestimmungen laBt sich eine qualitative und 
35 quantitative Aussage liber das Hemmverhalten des zu testenden 
Wirkstoffes machen. Methoden zur Aktivitatsbestimmung der DOXS 
sind beschrieben (Putra et. al., Tetrahedron Letters 39 (1998) , 
23-26; Sprenger et al., PNAS 94 (1997), 12857-12862). 

40 Mit Hilfe des erf indungsgemafien Testsys terns kann eine Vielzahl 
von chemischen Verbindungen schnell und einfach auf hemmende 
Eigenschaf ten uberprtift werden. Das Verfahren gestattet es, 
reproduzierbar aus einer groBen Anzahl von Substanzen gezielt 
solche rait grofier Wirkstarke auszuwahlen, um mit diesen Substan- 

45 zen anschlieBend weitere, dem Fachmann gelaufige verti fte 
Prufungen durchzuf uhren. 
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Durch Ober express ion der fxir eine DOXS kodierenden Gensequen2 
SEQ-ID N . 1 Oder SEQ-ID No. 3 in einer Pflanze kann prinzipiell 
eine erhohte Resistenz gegentiber Inhibitoren der DOXS erreicht 
werden. Die derart herges tell ten transgenen Pflanzen sind eben- 
5 falls Gegenstand der Erfindung. 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind: 

Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man eine Expressionskassette en thai tend eine 
DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 oder eine mit die- 
ser hybridisierende DNA-Sequenz in eine Pf lanzenzelle, in 
Kallusgewebe, eine ganze Pflanze oder Protoplasten von Pflan- 
zen einbringt . 

Verwendung einer Pflanze zur Hers t el lung pflanzlicher DOXS. 

Verwendung der Expressionskassette enthaltend eine DNA-Se- 
quenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 oder eine mit dieser hy- 
bridisierende DNA-Sequenz zur Hers t el lung von Pflanzen mit 
erhdhter Resistenz gegentiber Inhibitoren der DOXS durch ver- 
starkte Expression einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID 
No. 3 oder eine mit dieser hybridisierende DNA Seguenz. 

Verwendung der DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 
oder einer mit dieser hybridisierenden DNA-Sequenz zur 
Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin 

Chlorphyll- und/oder Carotinoid-Gehalt durch Expression 
einer DOXS DNA-Sequenz in Pflanzen. 

Verwendung der Expressionskassette enthaltend eine DNA-Se- 
quenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 oder eine mit dieser hy- 
bridisierenden DNA Sequenz zur Herstellung eines Testsystems 
zur Identif izierung von Inhibitoren der DOXS. 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erl&utert, 
ist aber nicht auf diese beschr&nkt: 

Allgemeine Klonierungs verfahren 

40 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgef tihrten Klonie- 
rungsschritte wie z.B. Res tr ikt ions spaltungen, Agarose-Gel- 
elektrophorese, Reinigung von DNA- Fragment en , Transfer von 
Nukleinsauren auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verknupfen 
45 von DNA-Fragmenten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht 
von Bakterien, Vermehrung von Phagen und Sequenzanalyse rekombi- 
nanter DNA wurd n wie bei Sambrook et al. (1989) Cold Spring 
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Harbor Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6) beschrieben durchge- 
ftihrt. 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli, XL-I Blue) 
5 wurden von Stratagene bezogen. Der zur Pflanzentrans formation 
verwendete Agrobakterienstamm (Agrobacteriiun tumefaciens, C58C1 
mit dem Plasmid pGV2260 oder pGV3850kann) wurde von Deblaere et 
"al. in (Nucl. Acids Res, 13 (1985) 4777) beschrieben. Alternativ 
konnen auch der Agrobakterienstamm LBA4404 (Clontech) oder andere 

10 geeignete Stamme eingesetzt werden. Zur Klonierung kdnnen die 
Vektoren pUC19 (Yanish- Perron, Gene 33 (1985), 103 - 119) 
pBluescript SK- (Stratagene) , pGEM-T (Promega) , pZerO (Invitro- 
gen) , pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984), 
8711 - 8720) und pBinAR (Hdfgen und Willmitzer, Plant Science 66 

15 (1990) , 221 - 230) benutzt werden. 

Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molek£le erfolgte mit einem 
20 Laserf luoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma Licor (Vertrieb durch 
MWG Biotech, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger 
et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463 - 5467). 

Beispiel 1 

25 

Herstellung der Arabidopsis thaliana DOXS-Transf ormationskon- 
strukte 

Das Arabisopsis thaliana DOXS Gen wurde wie in Mandel et al. 
30 (1996) beschrieben als vollstandige cDNA in den Vektor pBlues- 
cript KS- (Stratagene) kloniert. 

Zur Herstellung von Oberexpressionskonstrukten wurde ein 2.3 kb 
Fragment (mit F-23-C bezeichnet) uber die pBluescript KS- Hincll 

35 (blunt-end) und Sacl Schnittstellen isoliert. Diese Sequenz ent- 
hcLlt die vollstandige DOXS-cDNA inkiusive Chloroplastentransit- 
peptid vom ATG-Startcodons bis zu einer EcoRl-Schnittstelle, die 
80 bp stromabwarts des Stopcodons liegt. Dieses Fragment wiird 
uber die Schnittstellen Smal (blunt -end) und Sacl in den pBIN 19 

40 3X35S Vektor (Abbildung 3) kloniert (Bevan et al., 1980), der den 
35S Promotor des Cauliflower Mosaik Virus (Franck et al., Cell 
21(1), 285-294 (19 80)) dreimal hintereinander angeordnet enth&lt. 

Zur Herstellung von Antisense-Konstrukten wurde ein Bereich des 
45 3'-Endes der cDNA (mit F-23-C Antisense bezeichnet) in den oben 
erwahnten pBIN19-3X35S -Vektor kloniert. Ein Teil des 5' -Bereichs 
der DOXS-cDNA in pBluescript KS- wurde viber Hincll und die DOXS- 
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interne Bglll Schnittstelle verdaut und das entstandene Fragment 
entfernt. (Abbildung 4). Die Bglll-Schnittstelle wurde \tt>er die 
Klenow-fill-in Reaktion (Klenow- Polymerase; Roche; nach Reaktion 
nach Herstellerprotokoll) aufgefttllt, so dafi ein *blunt-end* ent- 
5 steht. Die nun kompatiblen Enden (Bglll- "blunt- end" und HinclII 
wurden ligiert. Nun wurde der 3'-Bereich der DOXS-cDNA xiber Kpnl 
und Xbal (beide Schnittstellen liegen im Polylinker von pBlues- 
cript KS-5'- und 3'- der DOXS-cDNA) in Antisense-Orientierung in 
den oben beschriebenen pBIN19 -Vektor in Antisense-Orientierung 
10 kloniert. 

Die Transformationen von Arabidopsis thaliana Pf lanzen mit den 
oben beschriebenen Konstrukten erfolgten mit Agrobakterium tume- 
faciens mit der Vakuum-Inf iltrationsmethode (Bent et al., Science 

15 265 (1994), 1856-1860). Mehrere unabh§ngige Trans formanden wurden 
pro Konstrukt isoliert. Jeder Buchstabe (siehe Tabelle 1} bedeu- 
tet eine unabhdngige transf omierte Linie. Aus der daraus 
erhaltenen Tl -Generation wurden Pf lanzen auf Homo-oder Heterozy- 
gotie untersucht. Mehrere Pf lanzen jeder Linie wurden gekreuzt, 

20 um eine Segregationsanalyse durchzuf uhren . Die Nununer in der Ta- 
belle 1 entspricht der individuellen Pflanze, welche fUr weitere 
Analysen ausgew&hlt wurde. Es wurden sowohl homo- als auch hete- 
rozygote Linien erhalten. Die Segregationsanalyse der erhaltenen 
Linien ist in der folgenden Tabelle 1 dargestellt: 

25 

Tabelle 1. Segregationsanalyse der transgenen DOXS-T2-Pf lanzen 



SEGREGATION 

75% 

100% 

75% 

100% 

100% 

75% 

100% 

75% 

100% 

75% 

100% 
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LINIEN 

A9 

A19 

Bll 

B4 

C2 

D3 

D17 

E9 

E14 

F9 

F14 
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Beispiel 2 

Isolierung genomischer DNA des Bakteriums Escherichia coli XL1 
Blue 

5 

Eine Kultur von Escherichia coli XL1 Blue wurde in 300 ml Luria 
Broth-Medium f€te\12 Stunden bei 37°C angezogen. Aus dieser Kultur 
wurde die genomische DNA des Bakteriums isoliert, indent diese zu- 
n&chst bei 5000 Umdrehungen in einer Sorvall RC50-Fuge pelletiert 

10 wurde. Anschliessend wurde das Pellet in 1/30 Volumen der Ur- 

sprungskultur Lysis-Puffer (25 mM EDTA, 0,5% SDS; 50 mM Tris HC1, 
pH 8,0) resuspendiert. Ein gleiches Volumen Phenol/Chloroform/ 
Isoamylalkohol (25:24:1) wurde zugegeben und bei 70 Grad 10 Minu- 
ten inkubiert. Anschliessend wurde in einer Heraeus Untertisch- 

15 Zentrifuge bei 3500 U 15 Minuten die wassrige Phase von der 

phenolischen getrennt. Der wassrige Oberstand wurde mit 2,5 Volu- 
men Ethanol und 1/10 Volumen 8 M Lithiumchlorid versetzt und die 
NukleinslLuren bei Raumtemperatur fxir 10 Minuten gef&llt. Das 
Pellet wurde anschliessend in 400 yl TE/RNAse aufgenommen und bei 

20 37 Grad fur 10 Minuten inkubiert. Die Ldsung wurde erneut mit 
einem Volumen Phenol /Chlorof orm/Isoamylalkohol (25:24:1) ausge- 
schuttelt und der Oberstand gefallt mit 2,5 Volumen Ethanol und 
1/10 Volumen 8 M Lithiumchlorid* Das Pellet wurde anschliessend 
mit 80% Ethanol gewaschen und in 400 jil TE/RNAse aufgenommen. 

25 

Beispiel 3 

Isolierung der DOXS aus E. coli 

30 Von der DNA-Sequenz der DOXS (Acc. Number AF035440) wurden fur 
eine PCR Oligonukleotide abgeleitet, denen am 5'-Ende eine BamHI 
und am 3'-Ende eine Xbal bzw. eine weitere BamHI Restriktions- 
schnitts telle angefugt wurde. Das Oligonukleotid am 5' Ende um- 
fafit die Sequenz 5' - ATGG ATCCATGAGTTTT-GATATTGCCAAATAC-3* 

35 (Nukleotide 1-24 der DNA-Sequenz; kursiv geschrieben) beginnend 
mit dem ATG-Startcodon des Gens, das Oligonukleotid am 3 '-Ende 
umfafit die Sequenz 5 ' -ATTCThGATTATGCCAGCCAGGCCTTG-3 9 bzw. 5'-ATG- 
GATCC TTA TGCCAGCCAGGCCTTGr- 3 ' (Nukleotide 1845-1863 der revers kom- 
plementaren DNA-Sequenz; kursiv geschrieben) beginnend mit dem 

40 Stop-Kodon des Gens. Die PCR-Reaktion mit den beiden BamHI ent- 
haltenden Oligonukleotiden wurde durchgefuhrt mit der Pfu- 
Polymerase (stratagene GmbH, Heidelberg) nach Herstellerangaben. 
Als Template wurden 500 ng der genomischen DNA aus E. coli einge- 
setzt. Das PCR-Programm lautete: 

45 

5 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 52°C, 2 min 72°C; 
5 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 48°C, 2 min 72°C; 
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25 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 44°C, 2 min 72°C 
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Das Fragment wurde mittels Gene-Clean- Kit (Dianova GmbH, Hilden) 
gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor PCR-Script 
5 (Stratagene GmbH, Heidelberg) kloniert. Die Richtigkeit der Se- 
quenz wurde durch Sequenzierung festgestellt . Das Fragment wurde 
BamHI aus dem PCR-Script-Vektor isoliert und in einen ent- 
sprechend geschnittenen Binl9-Vektor ligiert, der zus&tzlich das 
Transitpeptid der Transketolase aus Kartof fel hinter dem CaMV 35S 
10 Promotor en thai t. Das Transitpeptid gewahrleistet die plastidare 
Lokalisierung. Die Konstrukte sind in Abb il dung 5 und 6 darge* 
stellt und die Fragmente haben die folgende Bedeutung: 

Fragment A (529 bp) beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower- 
15 Mosaik-Virus (Nukleotide 6909 bis 7437 des Caulif lower-Mosaik-Vi- 
rus) . Fragment B (259 bp) beinhaltet das Transitpeptid der Trans- 
ketolase, Fragment E beinhaltet das Gen der DOXS. Fragment D (192 
bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des 
Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkriptionster- 
20 mination. 

Die PCR-Reaktion mit den 5 '-BamHI und 3'-XbaI enthaltenden Oligo- 
nukleotiden wurde durchgef \ihrt mit Taq-Polymera6e (Takara, Sosei 
Co., Ltd.) nach Herstellerangaben. Als Template wurden 500 ng der 
25 genomischen DNA aus £ . coli eingesetzt. Das PCR-Programm lautete: 

5 Zyklen: 4 sec 94°C, 4 sec 50°C, 2 min 30°C 
5 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 46°C, 2 min 68°C 
25 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 42°C, 2 min 68°C 

30 

Das Fragment wurde mit dem Gene-Clean-Kit gereinigt und in den 
Vektor pGemT (Promega GmbH, Mannheim) ligiert. Es wurde als • 
BamHI/xbal-Fragment in einen entsprechend geschnittenen pBinl9AR- 
Vektor hinter den CaMV 35S Promotor kloniert. Die Sequenz wurde 
35 durch Sequenzierung uberpriift ( SEQ-ID No. 3) *Dabei wurden zwei 
nicht konservative Basenaustausche festgestellt, die im Vergleich 
zur verof f entlichten Sequ^iz zur Veranderung der Aminos§ure 152 
(Asparagin) in Valin und Aminosaure 330 (Cystein) in Tryptophem 
fvihren. 

40 

Beispiel 4 

Nachweis erhohter DOXS-RNA-Mengen in transgenen Pflanzen 

45 Gesamt RNA aus 15 Tage alten Keimlingen verschiedener transgener 
Linien, welche das DOXS-Uberexpressionskonstrukt besitzen, wurde 
nach der Methode von Logeman et al., Anal.Biochem. 163, 16-20 
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(1987) extrahiert, in inem 1.2% Agarosegel aufgetrennt, auf 
Filter transferiert und mit einem 2.1 kb langen DOXS-Fragment als 
Sonde hybridisiert (Abbildung 7) . 

5 Beispiel 5 

Nachweis erhohter DOXS-Protein-Mengen in transgenen Pflanzen 

Gesamtprotein (Abbildung 8) aus 15 Tage alten Keimlingen 
10 verschiedener, unabh&ngiger transgener Pflanzen, welche das DOXS- 
Oberexpressionskonstrukt besitzen, wurde isoliert und mit einem 
polyklonalen Anti-DOXS-Antikorper (IgG) in einer Westernanalyse 
detektiert (Abbildung 9) . 

15 Beispiel 6 

Messung des Carotinoid- und Chlorophyllgehalts 

Die Bestimmung der Gesamtcarotinoid- und Chlorophyllmengen wurde 
20 wie in Lichtenthaler und Wellburn (1983) beschrieben mit 100% 
Acetonextrakten durchgefuhrt . Die Ergebnisse der Mehrf achmessun- 
gen der transgenen Linien, welche das DOXS-Uberexpressionskon- 
strukt besitzen, sind in der folgenden Tabelle 2 dargestellt. 

25 Tabelle 2: Gesamtcarotinoid- und Chlorophyllgehalt der transgenen 
DOXS-Linien 



35 



LINIE 


% GESAMT CHLORO- 
PHYLLS 


% GESAMT CAROTINQIDE 


clal Mutante 


5 


5 


Wild Typ 


100 


100 


B-4 


86 


89 


B-11 


84 


90 


C-2 


98 


107 


D-3 


128 


135 


D-17 


136 


149 


E-14 


121 


139 


F-7 


80 


90 


F-14 


85 


107 
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Beispiel 7 

Transformation von Raps 

5 Die Herstellung der transgenen Rapspflanzen orientiert sich an 
einera Protokoll von Bade, JB und Damm, B (in Gene, Transfer to 
Plants, Potrykus, I. und Spangenberg, G,, eds, Springer Lab Ma- 
nual, Springer Ver lag, 1995, 30-38), in welchem auch die 
Zusammensetzung der verwendeten Medien angegeben sind. Die Trans - 

10 formationen erfolgten mit dem Agrobacterium Stamm LBA4404 (Clon- 
tech) . Als bin&re Vektoren wurden die bereits oben beschriebenen 
pBIN19-Konstrukte mit der gesamten DOXS-cDNA verwendet. In diesen 
pBIN-Vektoren wurde die NOS-Terminatorsequenz durch die OCR-Ter- 
minator sequenz ersetzt* Brassica napus Samen wurden mit 70 % 

15 (v/v) Ethanol oberf l&chensteril gemacht, 10 min in 55°C H2O 

gewaschen, in l%iger Hypochlorit -Losung (25 % v/v Teepol, 0,1 % 
v/v Twenn 20) fur 20 min inkubiert und sechsmal mit sterilem H2O 
fur jeweils 20 min gewaschen. Die Samen wurden drei Tage auf Fil- 
terpapier getrocknet und 10-15 Samen in einem Glasskolben mit 15 

20 ml Keimungsmedium zur Keimung gebracht. Von mehreren Keimlingen 
(ca. 10 cm groB) wurden die Wurzeln und Apices entfernt und die 
verbleibenden Hypokotyle in ca. 6 mm lange Stticke geschnitten. 
Die so gewonnenen ca, 600 Explante werden 30 min mit 50 ml Basal - 
medium gewaschen und in einen 300 ml Kolben uberftihrt. Nach Zu- 

25 gabe von 100 ml Kallus-Induktionsmedium wurden die Kulturen ffcr 
24 h bei 100 U/min inkubiert. 

Vom Agrobacterium- Stamm wurde eine Obernachtkultur bei 29°C in LB 
mit Kanamycin (20 mg/1) angesetzt, davon 2 ml in 50 ml LB ohne 
30 Kanamycin fxxr 4 h bei 29°C bis zu einer ODgoo von 0,4-0,5 

inkubiert. Nach der Pellet ierung der Kultur bei 2000 U/min ftir 25 
min wurde das Zellpellet in 25 ml Basalmedium resuspendiert . Die 
Konzentration der Bakterien in der Losung wurde durch Zugabe von 
weiterem Basalmedium auf eine OD600 von 0.3 eingestellt. 

35 

Aus den Raps-Explanten wurde das Kallus-Induktionsmedium mit ste- 
rilen Pipetten entfernt, 50 ml Agrobacterium- Losung hinzugefvigt, 
vorsichtig gemischt und fur 20 min inkubiert. Die Agrobacterien- 
Suspension wurde entfernt, die Raps-Explante fur 1 min mit 50 ml 

40 Kallus-Induktionsmedium gewaschen und anschlieBend 100 ml Kallus- 
Induktionsmedium hinzugefugt. Die Co-Kultivierung wurde fUr 24 h 
auf einem Rotationsschxittler bei 100 U/min durchgefuhrt. Die Co- 
Kultivierung wurde durch Wegnahme des Kallus-Induktionsmediums 
gestoppt und die Explante zweimal fur jeweils 1 min mit 25 ml und 

45 zweimal fur 60 min mit jeweils 100 ml Waschmedium bei 100 U/min 
gewaschen. Das Waschmedium mit den Explanten wurde in 15 cm Pe- 
trischalen uberfuhrt und das Medium mit sterilen Pipetten ent- 
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fernt. Zur Regeneration wurden jeweils 20-30 Explanten in 90 mm 
Petrischalen uberfxihrt, welche 25 ml SproB-Induktionsmedium mit 
Kanamycin enthielten. Die Petrischalen wurden mit 2 Lagen Leuko- 
por verschlossen und bei 25°C und 2000 lux bei Photoperioden von 
5 16/8 H inkubiert. Alle 12 Tage wurde die sich entwickelnden Kalli 
auf frische Petrischalen mit SproB-Induktionsmedium uberfxihrt. 
Alle weiteren Schritte zur Regeneration ganzer Pf lanzen wurde wie 
von Bade, J.B. und Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, Potry- 
kus, I. und Spangenberg, G.,eds, Springer Lab Manual, Springer 
10 Verlag, 1995, 30-38) beschrieben durchgef uhr t . 

Beispiel 8 

Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Raps 

15 

Die cDNA der DOXS (SEQ-ID No* 1) wurde mit einem CaMV35S- Promo tor 
versehen und in Raps unter Verwendung des 35S-Promotors uberex- 
primiert. Parallel dazu wurde der samenspezif ische Promo tor des 
Phaseolingenes verwednet, um den Tocopherolgehalt spezif isch im 
20 Rapssamen zu erhohen. Mit den entsprechenden Konstrukten transfo- 
mierte Rapspf lanzen wurden im Gew&chshaus angezogen. AnschlieBend 
wurde der a -Tocopherolgehalt der Gesamtpf lanze bzw. der Samen der 
Pflanze bestimmt. In alien Fallen war die ct-Tocopherolkonzentra- 
tion im Vergleich zur nicht transf omierten Pflanze erhdht. 

25 

Beispiel 9 

Nachweis der Expression der DOXS aus E. coli in transgenen Tabak- 
pf lanzen 

30 

Von Pf lanzen, die das Konstrukt pBinAR HPPD-D0XS enthielten, wur- 
den Blattscheiben mit einem Durchmesser von 0,9 cm aus vdllig 
entfalteten Blattern genommen und in f lussig Stickstoff eingefro- 
ren. Das Blattmaterial wurde in einem HEPES-KOH-Puf f er, der Pro- 

35 teinase-Inhibitoren enthielt homogenisiert und aus dem Extrakt 
mit dem Protein-Assay von Bio-Rad nach Herstellerangaben die Pro- 
teinkonzentration bestimmt. 45 \ig Protein wurden von jedem Extrakt 
mit einem Volumen Auf tragpuf f er (Laemmli, 1970) versetzt und 
5 min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine auf 

40 einem 12,5 prozentigen SDS-PAGE Gel aufgetrennt. Danach wurden 
die Proteine mittels Semi -dry Elektroblots auf Porablotmembran 
(Machery und Nagel) ubertragen. Die Detektion des DOXS -Proteins 
erfolgte mittels eines Antikorpers gegen die E. coli DOXS aus Ka- 
ninchen. Die Farbreaktion basiert auf der Bindung eines sekunda- 

45 ren Antikorpers und einer alkalischen Phosphatase, die NBT/BCIP 
zu einem Farbstoff umsetzt, Sekundarer Antikorper und alkalische 
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Phosphatase stammen von Pierce, di Durchftihrung erfolgte nach 
Herstellerangaben. 

Die Abbildung 10 zeigt den Nachweis des DOXS- Proteins in Bl&ttern 
5 transgener Pflanzen. 1: Marker; 2: Pflanze 10; 3:62; 4: 63; 5: 
69; 7:71; 8:112; 9:113; 10:116; ll.-WTl; 12:WT2; 13:100ng rekombi- 
nantes Protein; 14:50 ng rekombinantes Protein; 15: 10 ng 
rekombinantes Protein. 

10 Beispiel 10 

Klonierung des Gens einer HPPD aus Streptomyces avermitilis 
U11864 

15 Isolierung genomischer DNA des Bakteriums Streptomyces avermiti- 
lis U11864: 

Eine Kultur von Streptomyces avermitilis U11864 wurde in 300 ml 
YEME-Medium (5 g Malz-Extrakt, 2 g Hef e-Extrakt, 2 g Glukose) far 

20 96 h bei 28°C angezogen. Aus dieser Kultur wurde die genomische 
DNA des Bakteriums isoliert, indem diese zun&chst bei 5000 U in 
einer Sorvall RC5C-Fuge pelletiert wurde. Anschliessend wurde das 
Pellet in 1/30 Volumen Lysis-Puffer (25 mM EDTA, 0,5 % SDS, 50 mM 
Tris-HCl, pH 8.0) resuspendiert . Ein gleiches Volumen Phenol/ 

25 Chloroform/ 1 soamylalkohol (25:24:1) wurde zugegeben und bei 70°C 
10 Minuten inkubiert. Anschliessend wurde in einer Heraeus Unter- 
tisch-Zentrifuge bei 3500 U 15 Minuten die wassrige Phase von der 
phenolischen getrennt. Der wassrige Uberstand wurde mit 2,5 Volu- 
men Ethanol und 1/10 Volumen 8 M Lithiuntchlorid versetzt und die 

30 Nukleinsauren bei Raumtemperatur fur 10 Minuten gef&llt. Das Pel- 
let wurde anschliessend in 400 |il TE/RNAse aufgenommen und bei 37 
Grad fur 10 Minuten inkubiert. Die Losung wurde erneut mit einem 
Volumen Phenol/Chlorof orm/Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschttttelt 
und der Uberstand gefallt mit 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volu- 

35 men 8 M Lithiumchlorid. Das Pellet wurde anschliefiend mit 80% 
Ethanol gewaschen und in 400 pi TE/RNAse aufgenommen. 

Von der DNA-Sequenz der HPPD aus Streptomyces avermitilis (Denoya 
et al, 1994; Acc. Number U11864) wurden fur eine PCR Oligo- 

40 nukleotide abgeleitet, denen am 5'-Ende eine BamHI und am 3'-Ende 
eine Xbal Restriktionsschnittstelle angefugt worden war. Das 
Oligonukleotid am 5'-Ende umfasst die Sequenz 5 ' -GGhTCCAGCGGA - 
CAAGCCAAC-3' (37 bis 55 Basen vom ATG in 5'~Richtung entfernt; 
kursiv geschrieben), das Oligonukleotid am 3'-Ende umfaBt die 

45 Sequenz 5' -TCTAGATTATGCCAGCCAGGCCTTG-3 ' (Nukleotide 1845-1863 der 
revers komplementaren DNA-Sequenz; Kursiv geschrieben). 
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Die PCR-Reaktion wurde durchgefuhrt mit Pfu-Polynierase (Strata - 
gene GmbH, Heidelberg) nach Hers tell erangaben. Als Vorlag wurden 
400 ng der gehomischen DNA eingesetzt. Das PCR-Programm lautete: 

5 5 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 54°C, 2 min 72°C 
5 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 52°C, 2 min 72°C 
25 Zyklen: 4 sec 94°C, 30 sec 50°C, 2 min 72°C 

Das Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hi 1 den) 
10 gereinigt und nach Herstellerangeben in den Vektor PCR-Script 
(Stratagene GmbH, Heidelberg) kloniert. Die Richtigkeit der Se- 
quenz wurde durch Sequenzierung tiberprtift. Dabei wurde festge- 
stellt, dafi das isolierte Gen fur eine zus&tzliche Aminos&ure 
kodiert. Es enthalt die drei Basen TAG (kodierend ffir Tyros in ) , 
15 vor dem Nukleotid N429 der zitierten Sequenz (Denoya et al., 
1994) . 

Das Fragment wurde mit einem BamHI und Xbal Verdau aus dem Vektor 
isoliert und in einen entsprechend geschnittenen Binl9AR-Vektor 

20 hinter den CaMV 35S Promotor ligiert, zur Expression des Gens im 
Zytosol. Aus dem gleichen PCR-Script-Vektor wurde das Gen als 
BamHI -Fragment isoliert und in einen entsprechend geschnittenen 
pBinl9-Vektor ligiert, der hinter dem CaMV 35S Promotor noch 
zus&tzlich das Transitpeptid der plastid&ren Transketolase aus 

25 Kartoffel enth&lt. Das Transitpeptid gewahrleistet die plastid&re 
Lokalisierung. Die Konstrukte sind in Abbildung 11 und 12 darge- 
stellt und die Fragmente haben folgende Bedeutung: 

Fragment A (529 bp) beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower- 
30 Mosaik-Virus (Nukleotide €909 bis 7437 des Caulif lower-Mosaik-Vi - 
rus) . Fragment B (259 bp) beinhaltet das Transitpeptid der Trans - 
ketolase. Fragment C beinhaltet das Gen der HPPD. Fragment D (192 
bp) enth&lt das Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des 
Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen, J- et al., EMBO J. 3 (1984), 
35 835-846) zur Transkript ions termination, 

Beispiel 11 

Herstellung von Konstrukten zur Pf lanzentransf ormation mit DOXS 
40 und HPPD- DNA -Sequenzen 

Zur Herstellung von Pflanzen, welche transgen fur die DOXS und 
die HPPD sind, wurde ein binarer Vektor angefertigt, der beide 
Gensequenzen enthalt (Abbildung 13) . Die Gensequenzen der DOXS 
45 und der HPPD wurden jeweils als BamHI-Fragmente wie in Beispiel 3 
und 10 beschrieben kloniert. Der Vektor pBinAR-Hyg enth&lt den 
35S-Promotor des Blumenkohlmosaikvirus und das Polyadenylierungs- 
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signal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et 
al*, 1984) zur Transkriptions termination. Der pBinAR-Hyg Vektor 
vermittelt in Pflanzen Resistenz gegen das Antibiotikum Hygromy- 
cin und ist so geeignet, Pflanzen mit Kanamycinresistenz zu su- 
5 perinf izieren. 

Zur Klonierung der HPPD in Vektoren, welche zusatzlich noch eine 
andere cDNA enthalten, wurden ftir eine PCR Oligonukleotide abge- 
leitet, denen am 5'-Ende und am 3'-Ende eine BamHI Restriktions- 

10 schnittstelle angefugt worden war. Das Oligonukleotid am 5'-Ende 
umfaflt die Sequenz 5 4 -GGATCCTCCAGCGGACAAGCCAAC-2 ' (Nukleotide 37 
bis 55 vom ATG in 5'-Richtung entfernt; Kursiv geschrieben) , das 
Oligonukleotid am 3'-Ende umfaBt die Sequenz 5 ' - ATGGATC - 
CCGCGCCGCCTACAGGTTG-3 * (endend mit Basenpaar 1140 der kodierenden 

15 Sequenz, beginnend 8 Basenpaare 3' des TAG Stop-Codons; Kursiv 
geschrieben)* Die PCR-Reaktion wurde durchgefxihrt mit Tli- 
Polymerase (Promega GmbH, Mannheim) nach Herstellerangaben. Als 
Template wurden 10 ng des Plasmids pBinAR-HPPD eingesetzt. Das 
PCR-Programm lautete: 

20 

5 Zyklen: 94°C 4 sec, 68°C 30 sec, 72°C 2 min 
,5 Zyklen: 94°C 4 sec, 64°C 30 sec, 72°C 2 min 
25 Zyklen: 94°C 4 sec, 60°C 30 sec, 72°C 2 min 

25 Das Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit {Dianova GmbH, Hi 1 den) 
gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor PCR-Script 
(Stratagene GmbH, Heidelberg) kloniert. Die Richtigkeit der 
Sequenz wurde durch Sequenzierung uberpriift. Aus dem Vektor PCR- 
Script wurde es als BamHI-Fragment ausgeschnitten und in einen 

30 entsprechend geschnittenen pBinAR-Vektor ligiert, der zusatzlich 
das Trans itpeptid der Transketolase en thai t, zur EinfOhrung des 
Genprodukts in den Plastiden. Es entstand das Plasmid pBinAR-TP- 
HPPD (Abbildung 12). 

35 Zur Klonierung wurde aus dem Plasmid pBinAR-TP-HPPD der 35S-Pro- 
motor, das Transketolase-Transitpeptid, das HPPD-Gen und das Po- 
lyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids 
pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkriptions termination 
mittels PCR isoliert. Den Oligonukleotiden fur den Promotor und 

40 den Terminator wurde jeweils eine Hindlll-Schnittstelle angefugt. 
Die Sequenz des Oligonukleotids, welches sich an den 5'-Bereich 
des Promotors (kursiv geschrieben) anlagert, lautet 5'-ATAAGCTT- 
CATGGAGTCAAA - GATTCAAA TAGA- 3 ' , die des Oligonukleotids, welches 
sich an die Terminationssequenz (kursiv geschrieben) anlagert 

45 lautet 5 ' - AT AAGC TT GGA CAA TCAG TAAA TTGAACGGAG^ 3 ' . Das erhaltene 
Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hilden) 
gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor PCR-Script 
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(Stratagene GmbH, Heidelberg) kloniert. Die Richtigkeit der 
Seguenz wurde durch Sequenzierung \iberpriif t (SEQ-ID No. 5) . Aus 
diesern PCR-Script-Vektor wurde es als Hindlll-Fragment in den 
entsprechend geschnittenen Vektor pBin!9 (Bevan, 1984, Nucleic 
5 Acids Res. 12, 8711-8721) libertragen. 

Aus dem Plasmid pBinAR-TP-DOXS wurde der 35S-Promotor, das Trans - 
ketolase-Transitpeptid, das DOXS-Gen und das Polyadenylierungssi- 
gnal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 

10 1984) zur Transkriptions termination mittels PCR isoliert. Den 

Oligonukleotiden fur den Promotor und die Terminatorsequenz wurde 
jeweils eine EcoRI-Schnitts telle angeftigt. Die Sequenz des Oligo- 
nukleotids, welches sich an den Promotor (kursiv geschrieben) an- 
lagert lautet 5 ' -ATGAATTCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGA-3' , die des 

15 Oligonukleotids, welches sich an die Terminatorsequenz (kursiv 
geschrieben) anlagert lautet 5 ' -ATGAATTCGGACAATCAGTAAATTGAA-CGGA- 
G-3'. Das Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, 
Hilden) gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor. PCR- 
Script (Stratagene GmbH, Heidelberg) kloniert. Die Richtigkeit 

20 der Sequenz wurde durch Sequenzierung uberpriif t (SEQ-ID No, 3) . 
Aus dem PCR-Script Vektor wurde es als EcoRI -Fragment in den ent- 
sprechend geschnittenen Vektor pBin!9 (Bevan, 1984) ubertragen. 

Aus dem PCR-Script Vektor wurde es als Xbal-Fragment in den 
25 entsprechend geschnittenen Vektor ubertragen, der wie oben 

beschrieben bereits die Sequenz der HPPD enthielt. Es entstand 
das Konstrukt pBinAR-HPPD-DOXS (Abbildung 13), dessen Fragmente 
folgende Bedeutung haben: 

30 Fragment A (529 bp) beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower- 
Mosaik-Virus (Nukleotide 6909 bis 7437) . Fragment B enthalt das 
Transitpeptid der plastid&ren Transketolase. Fragment C enthalt 
das Gen der HPPD. Fragment D enth&lt das ; Polyadenylierungssignal 
des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 

35 1984) zur Transkriptions termination. Fragment E en thai t das Gen 
der DOXS. 

Beispiel 12 

40 Herstellung von transgenen Tabakpf lanzen 
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN) 

Fur die Herstellung transgener Tabakpf lanzen, die einen verander- 
ten Prenyl lipidgehalt aufweisen, wurden Tabakblattscheiben mit 
45 Sequenzen der DOXS und der HPPD transf ormiert. Zur Transformation 
von Tabakpf lanzen wurden 10 ml einer unter Selektion gewachsenen 
Ubernachtkultur von Agrobacterium tumefaciens abzentrif ugiert. 
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der Oberstand verworfen und die Bakterien in gleichem Volumen 
Antibiotika-f reien Mediums resuspendiert . In einer sterilen 
Petri schale wurden Blattscheiben steriler Pflanzen (Durchmesser 
ca. 1 cm) in dieser Bakteriensuspension gebadet. AnschlieBend 
5 wurden die Blattscheiben in Petrischalen auf MS-Medium (Murashige 
und Skoog, Physiol. Plant (1962) 15, 473) mit 2% Saccharose und 
0.8% Bacto-Agar ausgelegt. Nach 2-tdgiger Inkubation im Dunkeln 
bei 25°C wurden sie auf MS-Medium mit 100mg/l Kanamycin, 500mg/l 
Claforan, lmg/1 Benzylaminopurin (BAP) , 0.2mg/l Haphtylessigs&ure 
10 (NAA) , 1.6% Glukose und 0.8% Bacto-Agar iibertragen und die Kulti* 
vierung (16 Stunden Licht / 8 Stunden Dunkelheit) fortgesetzt. 
Wachsende Sprosse wurden auf hormonf reies MS-Medium mit 2% 
Saccharose, 250mg/l Claforan und 0.8% Bacto-Agar uberfxihrt. 

15 Beispiel 13 

Herstellung von transgenen Rapspflanzen (Brassica napus) 

Die Herstellung der transgenen Rapspflanzen, die einen verander- 
20 ten Prenyllipidgehalt aufweisen, orientierte sich an einem Proto- 
koll von Bade, J.B. und Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, 
Potrykus, I. und Spangenberg, G., eds. Springer Lab Manual, 
Springer Verlag, 1995, 30-38), in welchem auch die Zusaramenset- 
zungen der verwendeten Medien und Puffer angegeben sind. 

25 

Die Transf ormationen erf olgten mit dem Agrobacterium tumef aciens 
Stainm LBA4404 (Clontech GmbH, Heidelberg). Als bin&re Vektoren 
wurden die bereits oben beschriebenen binaren Konstrukte mit den 
gesamten cDNAs der DOXS und der HPPD verwendet. In alien hier 

30 verwendeten binaren Vektoren wurde die NOS-Terminatorsequenz 
durch das Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti- 
Plasmids pTIACHS (Gielen et al. , 1984) zur Transkript ions termi- 
nation ersetzt. Brassica napus Samen wurden mit 70% (v/v) Ethanol 
oberf lichens teril gemacht, 10 min bei 55°C in H2O gewaschen, in 

35 l%iger Hypochlorit-Losung (25% v/v Teepol, 0,1% v/v Tween 20) fur 
20 min inkubiert und sechsmal mit sterilem H2O fUr jeweils 20 min 
gewaschen. Die Samen wurden drei Tage auf Filterpapier getrocknet 
und 10-15 Samen in einem Glasskolben mit 15 ml Keimungsmedium zur 
Keimung gebracht. Von mehreren Keimlingen (ca. 10 cm groB) wurden 

40 die Wurzeln und Apices entfernt und die verbleibenden Hypokotyle 
in ca. 6 mm lange Stucke geschnitten. Die so gewonnenen ca. 600 
Explante werden 30 min mit 50 ml Basalmedium gewaschen und in 
einen 300 ml Kolben uberfuhrt. Nach Zugabe von 100 ml Kallus-In- 
duktionsmedium wurden die Kulturen fftr 24 h bei 100 U/min 

45 inkubiert. 
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Vbm Agrobacterium-Stamm wurde eine Obernachtkultur bei 29°C in 
Luria Broth-Medium mit Kanamycin (20 mg/1) angesetzt, davon 2 ml 
in 50 ml Luria Broth-Medium ohne Kanamycin fair 4 h bei 29°C bis zu 
einer ODgoo von 0,4 - 0,5 inkubiert. Nach der Pelletierung der 
5 Kultur bei 2000 U/min fur 25 min wurde das Zellpellet in 25 ml 
Basalmedium resuspendiert . Die Konzentration der Bakterien in der 
Losung wurde durch Zugabe von weiterem Basalmedium auf eine OD$oo 
von 0.3 eingestellt. 

10 Aus den Raps-Explanten wurde das Kallus-Induktionsmedium mit ste- 
rilen Pipetten entfernt, 50 ml Agrobacterium-Ldsurig hinzugef&gt, 
vorsichtig gemischt und fur 20 min inkubiert. Die Agrobacterien- 
Suspension wurde entfernt, die Raps-Explante fur 1 min mit 50 ml 
Kallus-Induktionsmedium gewaschen und anschliefiend 100 ml Kallus- 

15 Induktionsmedium hinzugefiigt. Die Co-Kultivierung wurde fur 24 h 
auf einem Rotationsschuttler bei 100 U/min durchgef fchr t . Die Co- 
Kultivierung wurde durch Wegnahme des Kallus-Induktionsmediums 
gestoppt und die Explante zweimal fur jeweils 1 min mit 25 ml und 
zweimal fur 60 min mit jeweils 100 ml Waschmedium bei 100 U/min 

20 gewaschen. Das Waschmedium mit den Explanten wurde in 15 era 

Petrischalen uberftihrt und das Medium mit sterilen Pipetten ent- 
fernt. 

Zur Regeneration wurden jeweils 20-30 Explante in 90 mm Petri - 
25 schalen uberfuhrt, welche 25 ml SproB-Induktionsmedium mit Kana* 
mycin enthielten. Die Petrischalen wurden mit 2 Lag en Leukopor 
verschlossen und bei 25°C und 2000 lux bei Photoperioden von 16 
Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit inkubiert. Alle 12 Tage wurden 
die sich entwickelnden Kalli auf frische Petrischalen mit Sprofi- 
30 Induktionsmedium uberfuhrt. Alle weiteren Schritte zur Regenera- 
tion ganzer Pflanzen wurde wie von Bade, J.B* und Damm, B. (in 
Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. und Spangenberg, G., eds, 
Springer Lab Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38) beschrieben 
durchgef uhrt. 

35 

Beispiel 14 

Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Raps 

40 Die cDNA der DOXS (SEQ-ID No. 3) und der HPPD (SEQ-ID No. 5) 
wurde mit einem CaMV35S-Promotor versehen und in Raps unter 
Verwendung des 35S-Promotors uberexprimiert . Parallel dazu wurde 
der samenspezif ische Promotor des Phaseolingenes verwendet, um 
den Tocopherolgehalt spezifisch im Rapssamen zu erhohen. Mit den 

45 entsprechenden Konstrukten transf ormierte Rapspf lanzen wurden im 
Gewachshaus angezogen. AnschlieBend wurde der a-Tocopherolgehalt 
der Gesamtpf lanze bzw. der Samen der Pflanze bestimmt. In alien 
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Fallen war die a-Tocopherolkonzentration im Vergleich zur nicht 
transfomierten Pflanze erh&ht. 

Beispiel 15 

5 

Klonierung des Gens einer GGPPOR aus Arabidopsis thaliana 

Isolierung von Gesamt-RNA aus voll entfalteten Bid t tern von Ara- 
bidopsis thaliana: 

10 

Voll entfaltete Blatter von Arabidopsis thaliana wurden geerntet 
und in flussigem Stickstoff eingefroren. Das Material wurde an- 
schliefiend im Morser pulverisiert und in Z6-Puffer (8 M Guani- 
dium-hydrochlorid, 20 mM MES, 20 mM EDTA pH 7,0) auf genommen. Die 

15 Suspension wurde in Reaktionsgef aBe uberfuhrt und mit einem Volu- 
men Phenol /Chlorof orm/lsoamylalkohol 25:24:1 ausgeschfittelt. Nach 
10 minutiger Zentrif ugation bei 15000 U/min wurde der 0b er stand 
in ein neues Reaktionsgef SB Uberfuhrt und mit 1/20 Volumen IN 
Essigsaure und 0,7 Volumen Ethanol (absolut) die RNA gefallt. 

20 Nach erneuter Zentrif ugation wurde das Pellet zunachst mit 3M 
Natriumacetatlosung gewaschen und nach einer weiteren Zentri- 
f ugation in 70% Ethanol. Anschliefiend wurde das Pellet in DEPC- 
Wasser gelost und die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt. 

25 Herstellung von cDNA aus gesamt RNA voll entfalteter Blatter von 
A. thaliana: 

20 |ig Gesamt-RNA wurden zunachst mit 3,3 fil 3M Natriumacetat-ld- 
sung und 2 jil IM Magnesiumsulf atldsung versetzt und auf 100 fil 

30 Endvolumen mit DEPC Wasser aufgefullt. Dazu wurde 1 fil RNase 
freie DNase (Boehringer Mannheim) gegeben und 45 min bei 37°C 
inkubiert. Nach Entfernen des Enzyms durch Ausschutteln mit Phe- 
nol/Chlorof orm/lsoamylalkohol wurde die RNA mit Ethanol gefallt 
und das Pellet in 100 jul DEPC Wasser auf genommen. 2,5 |ig RNA aus 

35 dieser Losung wurden mittels eines cDNA-Kits (Gibco, Life Techno- 
logies) in cDNA umgeschrieben. 

Von der DNA-Sequenz der Geranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduk- 
tase (Keller et al, Eur .J. Biochem. (1998) 251 (1-2) , 413-417) ; Acces- 

40 sion Number Y14044) wurden ffir eine PCR Oligonukleotide abgelei- 
tet, denen am 5'-Ende eine BamHI und am 3'-Ende eine Sail Re» 
striktionsschnitts telle angefugt worden war. Das Oligonukleotid 
am 5'-Ende umfaBt die Sequenz 5 ' -ATGGATCCATGGCGACGACGGTTACACTC-3 ' 
beginnend mit dem ersten Kodon der cDNA (kursiv gedruckt) , das 

45 Oligonukleotid am 3'-Ende umfaBt die Sequenz 5' -hTGTCGACGTGATGA- 
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TAGATTACTAACAGAC-3 ' beginnend mit dem Basenpaar 1494 der cDNA Se- 
quenz (kursiv gedruckt) . 

Die PCR-Reaktion wurde durchgefuhrt mit Pfu-Polymerase von Stra- 
5 tagene GmbH, Heidelberg nach Hers tell erangaben. Als Template 
wurde 1/8 Volumen der cDNA eingesetzt (entspricht 0,3 jig RNA) • 
Das PCR-Programm lautete: 

5 Zyklen: 94°C far 4 sec, 48°C fur 30 sec, 72°C tHr 2 min 
10 5 Zyklen: 94°C fur 4 sec, 46°C ffcr 30 sec, 72°C fur 2 min 
25 Zyklen: 94°C fiir 4 sec, 44°C fur 30 sec, 72°C ±Ht 2 min 

Das Fragment wurde mitt els Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hilden) 
gereinigt und nach Hers t ell erangaben in den Vektor PCR-Script von 

15 Stra tagene GmbH, Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit des Frag- 
ments wurde durch Sequenzierung uberprtift (SEQ ID No. 7). Mittels 
der durch die Primer an die Sequenz angeftigten Restriktions- 
schnittstellen wurde das Gen als BamHI/Sall-Fragment in den ent- 
sprechend geschnittenen Vektor BinAR-Hyg kloniert. Dieser enth&lt 

20 den 35S-Promotor des Blumenkohlmosaikvirus und das Polyadenylie- 
rungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen 
et al., EMBO J. 3 (1984) , 835-846) zur Transkriptions termination. 
Das Plasmid vermittelt in Pflanzen Resistenz gegen das Antibioti- 
kum Hygromycin und ist so geeignet, Pflanzen mit Kanamycinresi - 

25 stenz zu superinf izieren. Da das Plastidentransitpeptid der 

GGPPOR mitkloniert wurde, sollte das Protein in transgenen Pflan- 
zen in die Plastiden transportiert werden. Das Konstrukt ist in 
Abb il dung 14 dargestellt. Die Fragmente haben die folgende Bedeu- 
tung: 

30 

Fragment A (529 bp) beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower- 
Mosaik-Virus (Nukleotide 6909 bis 7437 des Caulif lower-Mosaik-Vi - 
rus) . Fragment D enth&lt das Polyadenylierungssignal des Gens 3 
der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur 
35 Transkriptionstermination. Fragment F enthctlt das Gen der GGPPOR 
inklusive der intrinsischen Plastidentransitseguenz. 

Beispiel 16 

40 Herstellung von Konstrukten zur Pf lanzentransf ormation mit DOXS 
und GGPPOR Sequenzen 

Zur Herstellung von Pflanzen, welche transgen fur die DOXS und 
die GGPPOR sind wurde ein bin&rer Vektor angef ertigt, der beide 
45 Gensequenzen enthalt (Abbildung 15) . Das GGPPOR-Gen mit der in- 
trinsischen Plastidenlokalisationssequenz wurde (wie in Beispiel 
15 beschrieben) als BamHI/Sall-Fragment in den entsprechend 
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geschnittenen Vektor pBinAR-Hyg kloniert. Das Gen der DOXS wurde 
als BamHl-Fragment wi in Beispiel 3 beschriefoen kloniert. Der 
Vektor pBinAR-Hyg enthSlt den 35S-Promotor des Blumenkohlmosaik- 
virus und das Polyadenylierungs signal des Gens 3 der T-DNA des 
5 Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkript ions ter- 
mination. Dieses Plasmid vermittelt in Pflanzen Resistenz gegen 
das Antibiotikum Hygromycin und ist so geeignet, Pflanzen mit 
Kanamycinresistenz zu superinf izieren. 

10 Aus dem Plasmid pBinAR-TP-DOXS wurde der 35S-Promotor, das Trans - 
ketolase-Transitpeptid, das DOXS-Gen und das Polyadenylierungs si- 
gnal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 
1984) zur Transkriptions termination mittels PGR isoliert. Den 
Oligonukleotiden fttr den Promotor und die Terminatorsequenz wurde 

15 jeweils eine EcoRI-Schnitts telle angefttgt. Die Seguenz des Oligo- 
nukleotids, welches sich an den Promotor (kursiv geschrieben) an- 
lagert lautet 5 ' -ATGAATTCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGA-3 *, die des 
Oligonukleotids, welches sich an die Terminatorsequenz (kursiv 
geschrieben) anlagert lautet 5 ' - ATGAATTC GGACAATCAGTAAATTGAACGGA - 

20 G-3'. Das Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, 
Hilden) gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor FCR- 
Script von Stratagene GmbH, Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit 
der Seguenz wurde durch Sequenzierung uberprOft. Aus dem FCR- 
Script Vektor wurde es als EcoRI-Fragment in den entsprechend 

25 geschnittenen Vektor pBinl9 (Bevan, Nucleic Acids Res .12 (1984) , 
8711-8721) ubertragen. 

Aus dem Plasmid pBinARHyg-GGPPOR wurde der 35S-Promotor, das 
GGPPOR-Gen und das Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DHA 

30 des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkriptions* 
termination mittels PGR isoliert. Den Oligonukleotiden fiir den 
Promotor und den Terminator wurde jeweils eine Xbal-Schnittstelle 
angeffigt. Die Sequenz des Oligonukleotids, welches sich an den 
Promotor (kursiv geschrieben) anlagert lautet 5 ' -ATTCTAGACATG- 

35 GAGTCAAA-GATTCAAATA6A-3 ' , die des Oligonukleotids, welches sich 
an die Terminatorsequenz (Kursiv geschrieben) anlagert lautet 
5' -ATTCTAGAGGACAA-TCAGTAAATTGAACGGAG-3 9 ♦ Das Fragment wurde 
mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hilden) gereinigt und nach 
Herstellerangaben in den Vektor PCR-Script von Stratagene GmbH, 

40 Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit der Sequenz wurde durch 
Sequenzierung tiberpriift. Aus dem PCR-Script Vektor wurde es als 
Xbal-Fragment in den entsprechend geschnittenen Vektor ubertra- 
gen, welcher bereits wie oben beschrieben die Sequenz der DOXS 
enthielt. Es entstand das Konstrukt pBinAR-DOXS-GGPPOR (Abbildung 

45 15) , des sen Fragmente folgende Bedeutung haben: 
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Fragment A (529 bp) beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower- 
Mosaik-Virus (Nukleotide 6909 bis 7437 des Caulif lower-Mosaik-Vi - 
rus) . Fragment B enthSlt das Transitpeptid der plastid&ren Trans- 
ketolase . Fragment E enthilt das Gen der DOXS. Fragment D 
5 enthilt das Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti- 
Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkript ions termina- 
tion. Fragment F enthalt das Gen der GGPPOR inklusive der intrin- 
sischen Plastidentransitsequenz. 

10 Beispiel 17 

Herstellung von Konstrukten zur Pf lanzentransf ormation mit DOXS-, 
GGPPOR- und HPPD-DNA-Sequenzen 

15 Zur Herstellung von Pflanzen, welche transgen fxir die DOXS, die 
GGPPOR und die HPPD sind, . wurde ein bin&rer Vektor angefertigt, 
der alle drei Gensequenzen enthalt (Abbildung 16) . Das GGPPOR-Gen 
war mit der intrinsischen Plastidenlokalisationssequenz versehen 
(wie in Beispiel 15 beschrieben) . Der verwendete pBinAR-Hyg Vek- 

20 tor vermittelt in Pflanzen Resistenz gegen das Antibiotikum Hy- 
gromycin und ist so geeignet, Pflanzen mit Kanamycinresistenz zu 
superinf izieren. 

Zur Klonierung der HPPD in Vektoren, welche zus&tzlich noch eine 
25 andere cDNA enthalten, wurden f\ir eine PCR Oligonukleotide abge- 
leitet, denen am 5'-Ende und am 3'-Ende eine BamHI Restriktions- 
schnittstelle angefugt worden war. Das Oligonukleotid am 5'-Ende 
umfaBt die Sequenz 5 * -GG&TCCTCCAGCGGACAAGCCAAC-2 9 (Nukleotide 37 
bis 55 vom ATG in S'-Richtung entfernt; Kursiv geschrieben) , das 
30 Oligonukleotid am 3'-Ende umfaBt die Sequenz 5'-ATGGATC- 

CCGCGCCGCCTACAGGTTG~3' (endend mit Basenpaar 1140 der kodierenden 
Sequenz, beginnend 8 Basenpaare 3' des TAG Stopp-Codons; Kursiv 
geschrieben) . Die PCR-Reaktion wurde durchgefuhrt mit Tli- 
Polymerase von Promega GmbH, Mannheim nach Herstellerangaben. Als 
35 Template wurden 10 ng des Plasmids pBinAR-HPPD eingesetzt. Das 
PCR-Programm lautete: 

5 Zyklen: 94°C 4 sec, 68°C 30 sec, 72°C 2 min 
5 Zyklen: 94°C 4 sec, 64°C 30 sec, 72°C 2 min 
40 25 Zyklen: 94°C 4 sec, 60°C 30 sec, 72°C 2 min 

Das Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hilden) 
gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor PCR-Script von 
Stratagene GmbH, Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit der Sequenz 
45 wurde durch Sequenzierung uberpruft. Aus dem Vektor PCR-Script 
wurde es als BamHI -Fragment ausgeschnitten und in einen fent- 
sprechend geschnittenen pBinAR-Vektor ligiert, der zusdtzlich das 
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Transitpeptid der Transketolase enth&lt, zur EinfCthrung des Gen- 
produkts in den Plastiden. Es entstand das Plasmid pBinAR-TP- 
p-HPPD. 

5 Zur Klonierung wurde aus dem Plasmid pBinAR-TP-HPPD der 35S-Pro- 
motor, das Transketolase-Transitpeptid, das p-HPPD-Gen vind das 
Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids 
PTIACH5 (Gielen et al. 1984) 2ur Transkript ions termination 
mittels PCR isoliert. Den Oligonukleotiden fiir den Promotor und 

10 den Terminator wurde jeweils eine Hindlll-Schnittstelle angefflgt. 
Die Sequenz des Oligonukleotids, welches sich an den 5*-Bereich 
des Promoters anlagert (kursiv geschrieben) lautet 5'-ATAAGCTT- 
CATGGAGTCAAA-GATTCAAATAGA-3 ' , die des Oligonukleotids, welches 
sich an die Terminationssequenz (kursiv geschrieben) anlagert 

15 lautet 5 ' -ATAAGCTTGGAC-AATCAGTAAATTGAACGGAG-3 ' . Das erhaltene 
Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hilden) ge- 
reinigt und nach Hers teller angaben in den Vektor PCR-Script von 
Stratagene GmbH, Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit der Sequenz 
wurde durch Sequenz ierung tiberprtift. Aus diesem PCR-Script-Vektor 

20 wurde es als Hindlll-Fragment in den entsprechend geschnittenen 
Vektor pBinl9 (Bevan, 1984, Nucleic Acids Res. 12, 8711-8721) 
ubertragen. 

Aus dem Plasmid pBinAR-TP-DOXS wurde der 35S-Promotor # das Trans - 

25 ketolase-Transitpeptid, das DOXS-Gen und das Polyadenylierungssi- 
gnal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 
1984) zur Transkriptionstermination mittels PCR isoliert. Den 
Oligonukleotiden f\ar den Promotor und die Terminators equenz wurde 
jeweils eine EcoRI-Schnittstelle angefiigt. Die Sequenz des Oligo- 

30 nukleotids, welches sich an den Promotor (kursiv geschrieben) an- 
lagert lautet 5 ' -ATGAATTCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGA-3 ' , die des 
Oligonukleotids, welches sich an die Terminators equenz (kursiv 
geschrieben) anlagert lautet S'-ATGAATTCGGACAATCAGTAAATTGAACGGA- 
G-3'. Das Fragment wurde mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, 

35 Hilden) gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor PCR- 
Script von Stratagene GmbH, Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit 
der Sequenz wurde durch Sequenzierung QberpmCif t . Aus dem PCR- 
Script Vektor wurde es als EcoRI-Fragment in den entsprechend ge- 
schnittenen Vektor ubertragen, welcher bereits wie oben beschrie- 

40 ben die Sequenz der HPPD enthielt. 

Aus dem Plasmid pBinARHyg-GGPPOR wurde der 35S-Promotor, das 
GGPPOR-Gen und das Polyadenylierungssignal des <5ens 3 der T-DNA 
des Ti-Plasmids pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkriptions - 
45 termination mittels PCR isoliert. Den Oligonukleotiden fOr den 
Promotor und den Terminator wurde jeweils eine Xbal-Schnittstelle 
angefOgt. Die Sequenz des Oligonukleotids, welches sich an den 
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Promotor (kursiv geschrieben) anlagert lautet 5' -ATTCTAGACATO- 
GAGTCAAA-GATTCAAATAGA-3 ' , die des 01 igonukleot ids, welches sich 
an die Terminatorsequenz (kursiv geschrieben) anlag rt lautet 
5 ' ^hTTCThGAGGACAA-TCAGTAAATTGAACGGAG^3 ' . Das Fragment wurde 
5 mittels Gene-Clean-Kit (Dianova GmbH, Hilden) gereinigt und nach 
Herstellerangaben in den Vektor PCR-Script von Stratagene GmbH, 
Heidelberg kloniert. Die Richtigkeit der Sequenz wurde durch 
Seguenzierung uberprtift. Aus dem PCR-Script Vektor wurde es als 
Xbal-Fragment in den entsprechend geschnittenen Vektor ubertra- 
10 gen, welcher bereits wie oben beschrieben die Sequenzen der HPPD 
und der DOXS enthielt. Es entstand das Konstrukt pBinAR-DOXS- 
GGPPOR-HPPD (Abbildung 16) , dessen Fragmente folgende Bedeutung 
haben: 

15 Fragment A (529 bp) beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower- 
MosaikrVirus (Nukleotide 6909 bis 7437 des Caulif lower-Mosaik-Vi - 
rus) . Fragment B enth&lt das Transitpeptid der plastidcLren Trans- 
ketolase. Fragment C enth&lt das Gen der HPPD. Fragment D enth&lt 
das Polyadenylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids 

20 pTIACHS (Gielen et al., 1984) zur Transkript ions termination. 
Fragment E enth&lt das Gen der DOXS. Fragment F enth&lt das Gen 
der GGPPOR inklusive der intrinsischen Plastidentransitsequenz. 

Beispiel 18 

Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Raps 

Die cDNA der DOXS (SEQ-ID No. 3) und der GGPPOR {SEQ-ID No. 7) 
wurde mit einem CaMV35S-Promotor versehen und in Raps unter 

30 Verwendung des 35S-Promotors uberexprimiert. Parallel dazu wurde 
der samenspezif ische Promotor des Phaseolingenes verwendet, um 
den Tocopherolgehalt spezifisch im Raps s amen zu erhohen. Mit den 
entsprechenden Konstrukten transf ormierte Rapspf lanzen wurden im 
Gewachshaus angezogen. AnschlieBend wurde der a-Tocopherolgehalt 

35 der Gesamtpf lanze bzw, der Samen der Pflanze bestimmt. In alien 
F&llen war die a-Tocopherolkonzentration im Vergleich zur nicht 
transf omierten Pflanze erh6ht. 

Beispiel 19 

40 

Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Raps 

Die cDNA der DOXS (SEQ-ID No. 3), der HPPD (SEQ-ID No. 5) und der 
GiSPPOR (SEQ-ID No. 7) wurde mit einem CaMV3 5 S -Promotor versehen 
45 und in Raps unter Verwendung des 35S-Promotors iiberexprimiert . 
Parallel dazu wurde der samenspezif ische Promotor des Phaseolin- 
genes verwendet, um den Tocopherolgehalt spezifisch im Rapssamen 
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zu erhdhen. Mit den entsprechenden Konstrukten transformierte 
Rapspf laiizen wurden im Gewachshaus angezogen. Anschliefiend wurde 
der a-Tocopherolgehalt der Gesamtpf lanze bzw. der Samen d r 
Pf lanze bestimmt. In alien Fallen war die a-Tocopherolkonzentra- 
5 tion im Vergleich zur nicht transf omierten Pf lanze erhdht. 
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Patentanspniche 

1* Verwendung von DNA-Sequenzen codierend far eine 1-Deoxy-D-Xy- 
5 lulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) zur Herstellung von 

Pflanzen mit erhdhtem Tocopherol-, Vitamin Chlorophyll- 
und/oder Carotinoid-Gehalt. 

2. Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ-ID No, 1 oder SEQ-ID No. 3 
10 oder einer mit dieser hybridisierenden DNA-Sequenz kodierend 
fftr eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) zur 
Herstellung von Pflanzen mit erh6htem Gehalt an Tocopherolen, 
vitamin K, Chlorophyllen und/oder Carotinoiden, 

15 3. Verwendung von DNA-Sequenzen codierend fiir eine 1-Deoxy-D-Xy- 
lulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) und codierend filr eine 
p-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) zur Herstellung von 
Pflanzen mit erh6htem Tocopherol-, Vitamin Chlorophyll- 
und/oder Carotinoid-Gehalt. 

20 

4. Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder SEQ-ID No, 3 
und einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 5 oder mit diesen hybridi-* 
sierende DNA-Sequenz en kodierend filr eine 1-Deoxy-D-Xylu- 
lose-5-Phosphat Synthase (DOXS) und eine p-Hydroxyphenylpyru- 

25 vat Dioxygenase zur Herstellung von Pflanzen mit erhdhtem 
Gehalt an Tocopherolen, vitamin K, Chlorophyllen und/oder 
Carotinoiden. 

5, Verwendung von DNA-Sequenzen codierend fttr eine 1-Deoxy-D-Xy- 
30 lulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) und codierend ftir eine Ge- 

ranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) zur Her- 
stellung von Pflanzen mit erhdhtem Tocopherol-, Vitamin 
. Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt, 

35 6, Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ-ID No, 1 oder SEQ-ID No, 3 
und einer DNA-Sequenz SEQ ID No. 7 oder mit diesen hybridi - 
sierende DNA-Sequenzen kodierend fiir eine 1-Deoxy-D-Xylu- 
lose-5-Phosphat Synthase (DOXS) und eine Geranylgeranyl-Pyro- 
phosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) zur Herstellung von Pflanzen 

40 mit erhdhtem Gehalt an Tocopherolen, vitamin K, Chlorophyllen 
und/oder Carotinoiden. 

7. Verwendung von DNA-Sequenzen codierend fiir eine 1-Deoxy-D-Xy- 
lulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) , codierend ftir eine Hydro- 
45 xyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) und codierend ffir ein Ge- 
ranylgeranyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) zur Her- 
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stellung von Pflanzen mit erhdhtem Tocopherol-, Vitamin 
Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt. 

8, . Verwendung .einer DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, 
5 einer DNA-Sequenz SEQ-ID No, 5 und einer DNA-Sequenz SEQ-ID 

No. 7 oder mit diesen hybridisierende DNA-Sequenzen kodierend 
f\ir eine l-Deoxy-D-Xylulose~5-Phosphat Synthase {DOXS) , eine 
Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD) und eine Geranylgera- 
nyl-Pyrophosphat Oxidoreduktase (GGPPOR) zur Herstellung von 
10 Pflanzen mit erhdhtem Gehalt an Tocopherolen, Vitamin K, 
Chlorophyllen und/oder Carotinoiden. 

9, Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erh6hte Toco- 
pherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt, 

15 dadurch gekennzeichnet, dafi eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 
oder SEQ-ID No. 3 oder eine mit dieser hybridisierende DNA- 
Sequenz in Pflanzen exprimiert wird. 

10, Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erh6htem Toco- 

20 pherol-/ Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt, 
dadurch gekennzeichnet, dafi eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 
oder SEQ-ID No. 3 und eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 5 oder mit 
diesen hybrid! sierende DNA-Sequenzen in Pflanzen exprimiert 
werden. 

25 

11. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erh6htem Toco- 
pherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt, 
dadurch gekennzeichnet, dafi eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 
oder SEQ-ID No. 3 und eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 7 oder mit 

30 diesen hybridisierende DNA-Sequenzen in Pflanzen exprimiert 
werden. 

12. - Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erhdhtem Toco- 

pherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carotinoid-Gehalt, 
35 dadurch gekennzeichnet, dafi DNA-Sequenzen SEQ-ID No. 1 oder 
SEQ-ID No. 3, SEQ-ID. No. 5 und SEQ-ID No. 7 oder mit diesen 
hybridisierende DNA-Sequenzen in Pflanzen exprimiert werden. 

13. Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
40 zeichnet, dafi man eine Expressionskassette en thai tend einen 

Promotor und eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 
in eine Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze 
oder Protoplasten von Pflanzenzellen einbringt. 

45 14. Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man eine Expressionskassette en thai tend eirien 
Promotor und DNA-Sequenzen SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 und 
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SEQ-ID No. 5 in ein Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, ein 
ganze Pflanze oder Protoplasten von Pf lanzenzellen einbringt. 

15. Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gek tm- 
5 zeichnet, dafl man eine Expressionskassette enthaltend einen 

Promotor und DNA-Sequenzen SEQ-ID No, 1 oder SEQ-ID No* 3 und 
SEQ-ID No. 7' in eine Pf lanzenzelle, in Kallusgewebe, eine 
ganze Pflanze oder Protoplasten von Pf lanzenzellen einbringt. 

10 16. Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man eine Expressionskassette enthaltend einen 
Promotor und DNA-Sequenzen SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3, 
SEQ-ID No. 5 und SEQ-ID No. 7 in eine Pf lanzenzelle, in Kal- 
lusgewebe, eine ganze Pflanze oder Protoplasten von Pflanzen- 

15 zellen einbringt. 

17. Verfahren zur Transformation von Pflanzen gem&B Anspruch 
13-16, dadurch gekennzeichnet, daB die Transformation mit 
Hilfe des Stamraes Agrobacterium tumefaciens, der Elektro- 

20 poration oder der particle bombardment Methode erfolgt. 

18. Pflanze mit erh6htera Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll 
und/ oder Carotinoid-Gehalt enthaltend eine Expressions- 
kassette gemSfi Anspruch 13-16. 

25 

19. Pflanze nach Anspruch, ausgew&hlt aus der Gruppe Soja, 
Canola, Gerste, Hafer, weizen, Raps, Mais oder Sonnenblurae. 

20. Verwendung der SEQ-ID No. 1 oder SEQ-ID No. 3 zur Herstellung 
30 eines Testsystems zur Identif izierung von Inhibitoren der 

DOXS. 

21. - Testsystem basierend auf der Expression einer Expressions- * 

kassette gem&B Anspruch 13 zur Identif izierung von 
35 Inhibitoren der DOXS. 

22. Verwendung einer Pflanze enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ-ID 
No. 1 oder SEQ-ID No. 3 oder eine mit dieser hybridisierende 
DNA-Sequenz zur Herstellung pflanzlicher und bakterieller 

40 DOXS. 



45 



WO 00/08169 
Xbbildung 1 



1 / 11 



PCT/EP99/05467 



Pyruvat 



Chorismat 



DOXS 



Prephenat 

/ \ 



c 



TPP, CAP 



•TPP, CO, 

D-1-Oesoxy-XyluIose-5-P 



Phenyl* 
pyruvat 



Hydroxyphenyl- 
pyruvat 



\ 



Phe 



H.-Dioxygena$e 



Homogentisat 



Dimethylallyl-PP 



1 p-HPPD 1 




lsopentenyW*P 



Maleylaceto- 
acetat 



Gerany W>P (C10) 

GGPPSynthase 
Famesyl-PP (C15) 



r-ri 

I 



I GGPPSynthase 

GGPP-Oxldoreduktase \ t 



Phytyl-PP 



GGPP 



Polyterpenoide 



Me-6-Phytylquinol 

SAM-Methyltransferase | 

2,3-M^-Phytylquinol 
Tocopherol Cyclase ^ 

^Tocopherol 
SAM-Methyltransferase I 

a— Tocopherol 



ChlorophyUe 
Phylloquinone 



Carotinotde 



WO00/08I< » PCT/EP99/05467 

2 / 11 

Abbildung 2 



Bp 



HPT 



nos 



Hindm EcoRl 
35S-Promotor 



K I Iocs! K 



230bp 1005bp 300bp 320bp24Qbd||| 540bp 



i24Qbd|| 540I 

SallV V^P 718 
XbaT x Smai 





Phas4 


II HPT K I 


OCS < I 



230bp 1005bp 300bp 320bp 240 



Sail' 
Xba 



880bp 
^Asp718 



BMSOOC©: <WO_000816aAlJ_> 




BHSOOCtO: <WO__000ei69AlJL> 



WO 00/08169 




BNSOOCtD: <WO__000ei«AlJL> 



PCT/EP99/05467 

4 / 11 




WO 00/08169 



PCT/EP99/05467 



5 / 11 



Abbildung 5 

Binarer Vektor zur Oberexpression des DOXS-Gens aus E.coli im 
5 Zytosol transgener Pf lanzen 
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20 Abbildung 6 

Binarer Vektor zur Oberexpression des DOXS-Gens aus E. coli in 
Plastiden transgener Pf lanzen. 
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Abbildung 7: RNA Express ions level des DOXS-Gens 
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Abbilduhg 11 

Binarer Vektor zur Oberexpression des HPPD-Gens aus Streptomyces 
5 avermitilis im Zytosol transgener Pf lazen 
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20 Abbildung 12 

Binarer Vektor zur Oberexpression des HPPD-Gens aus Steptomyces 
avermitilis im Plastiden transgener Pflanzen 
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Bin&rer Vektor zur tfcerexpression des HPPD-gens aus Streptomyces 
avermitilis und des DOXS-Gens aus E.coli in Plastiden transgener 
5 Pf lanzen. 
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30 Abbildung 14 

Binarer Vektor zur Uberexpression des GGPPOR-Gens aus Arabidopsis 
thaliana in Plastiden transgener Pflanzen. 
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BinSrer Vektor zur tJberexpression des GGPPOR-Gens aus Arabidopsis 
thaliana und des DOXS-Gens aus E. coli in Plastiden transgener 
5 Pflanzen. 
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Abbildung 16 

25 Binarer Vektor zur tJberexpression des DOXS-Gens aus E. coli, des 
GGPPOR-Gens aus Arabidopsis thaliana und des HPPD-Gens aus Strep- 
tomyces avermitilis in den Plastiden transgener Pflanzen. 
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<110> SunGene GmbH & Co.KGaA 

<120> DNA-Sequenz Jcodierend fuer eine 

l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase 

<130> 0050/49249 

<140> 0817 - 00006 
<141> 1999-08-04 

<160> 8 

<170> Patentln vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 2458 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . • (2154) 

<400> 1 

atg get tct tct gca ttt get ttt cct tct tac ata ata acc aaa gga 48 

Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr lie lie Thr Lys Gly 
1 5 10 15 

gga ctt tea act gat tct tgt aaa tea act tct ttg tct tct tct aga 96 
Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 
20 25 30 

tct ttg gtt aca gat ctt cca tea cca tgt ctg aaa ccc aac aac aat 144 
Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 
35 40 45 

tec cat tea aac aga aga gca aaa gtg tgt get tea ctt gca gag aag 192 
Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 

ggt gaa tat tat tea aac aga cca cca act cca tta ctt gac act att 240 
Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr lie 
65 70 75 80 

aac tac cca ate cac atg aaa aat ctt tct gtc aag gaa ctg aaa caa 288 
Asn Tyr Pro lie His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 
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85 90 95 

ctt tct gat gag ctg aga tea gac gtg ate ttt aat gtg teg aaa ace 336 
Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val lie Phe Asn Val Ser Lys Thr 
100 105 110 

ggt gga cat ttg ggg tea agt ctt ggt gtt gtg gag ctt act gtg get 384 
Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

ctt cat tac att ttc aat act cca caa gac aag att ctt tgg igat gtt 432 
Leu His Tyr lie Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys lie Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

ggt cat cag tct tat cct cat aag att ctt act ggg aga aga gga aag 480 
Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys' 
145 150 155 160 

atg cct aca atg agg caa acc aat ggt etc tct ggt ttc acc aaa cga 528 
Met pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 
165 170 175 

gga gag agt gaa cat gat tgc ttt ggt act gga cac age tea acc aca 576 
Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 
180 185 190 

ata tct get ggt tta gga atg gcg gta gga agg gat ttg aag ggg aag 624 
He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 

aac aac aat gtg gtt get gtg att ggt gat ggt gcg atg acg gca gga 672 
Asn Asn Asn Val Val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 

cag get tat gaa gee atg aac aac gec gga tat eta gac tct gat atg 720 
Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

att gtg att ctt aat gac aac aag caa gtc tea tta cct aca get act 768 
He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 
245 250 255 

ttg gat gga cca agt cca cct gtt ggt gca ttg age agt get ctt agt 816 
Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 
260 265 270 

egg tta cag tct aac ccg get etc aga gag ttg aga gaa gtc gca aag 864 
Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
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275 280 285 

ggt atg aca aag caa ata ggc gga cca atg cat cag ttg gcg get aag 912 
Gly Met Thr Lys Gin lie Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 

gta gat gtg tat get cga gga atg ata age ggt act gga teg tea ctg 960 
Val Asp Val Tyr Ala Arg. Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

ttt gaa gaa etc ggt ctt tac tat att ggt cca gtt gat ggg cac aac 1008 
Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 
325 330 335 

ata gat gat ttg gta gee att ctt aaa gaa gtt aag agt acc aga acc 1056 
He Asp Asp Leu Val Ala lie Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 
340 345 350 

aca gga cct gta ctt att cat gtg gtg acg gag aaa ggt cgt ggt tat 1104 
Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 
355 360 365 

cct tac gcg gag aga get gat gac aaa tac cat ggt gtt gtg aaa ttt 1152 
Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

gat cca gca acg ggt aga cag ttc aaa act act aat gag act caa tct 1200 
Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

tac aca act tac ttt gcg gag gca tta gtc gca gaa gca gag gta gac 1248 
Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 
405 410 415 

aaa gat gtg gtt gcg att cat gca gec atg gga ggt gga acc ggg tta 1296 
Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 
420 425 430 

aat etc ttt caa cgt cgc ttc cca aca aga tgt ttc gat gta gga ata 1344 
Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly He 
435 440 445 

gcg gaa caa cac gca gtt act ttt get gcg ggt tta gec tgt gaa ggc 1392 
Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
450 455 460 

ctt aaa ccc ttc tgt gca ate tat teg tct ttc atg cag cgt get tat 1440 
Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
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465 470 475 480 

gac cag gtt gtc cat gat gtt gat ttg caa aaa tta ccg gtg aga ttt 1488 
Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 
485 490 495 

gca atg gat aga get gga etc gtt gga get gat ggt ccg aca cat tgt 1536 
Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 
500 505 510 

gga get ttc gat gtg aca ttt atg get tgt ctt cct aac atg ata gtg 1584 
Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met He Val 
515 520 525 

atg get cca tea gat gaa gca gat etc ttt aac atg gtt gca act get 1632 
Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 
530 535 540 

gtt gcg att gat gat cgt cct tct tgt ttc cgt tac cct aga ggt aac 1680 
Val Ala He Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

ggt att gga gtt gca tta cct ccc gga aac aaa ggt gtt cca att gag 1728 
Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 
565 570 575 

att ggg aaa ggt aga att tta aag gaa gga gag aga gtt gcg ttg ttg 1776 
He Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 
580 585 590 

ggt tat ggc tea gca gtt cag age tgt tta gga gcg get gta atg etc 1824 
Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
595 600 605 

gaa gaa cgc gga tta aac gta act gta gcg gat gca egg ttt tgc aag 1872 
Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 

cca ttg gac cgt get etc att cgc age tta get aag teg cac gag gtt 1920 
Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
625 630 635 640 

ctg ate acg gtt gaa gaa ggt tec att gga ggt ttt ggc teg cac gtt 1968 
Leu lie Thr Val Glu Glu Gly Ser lie Gly Gly Phe Gly Ser His Val 
645 650 655 

gtt cag ttt ctt get etc gat ggt ctt ctt gat ggc aaa etc aag tgg 2016 
Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 
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660 665 670 

aga cca atg gta ctg cct gat cga tac att gat cac ggt gca cca get 2064 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr He Asp His Gly Ala Pro Ala 

675 680 685 



gat caa eta get gaa get gga etc atg cca tct cac ate gca gca ace 2112 
Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met Pro Ser His He Ala Ala Thr 
690 695 700 

gca ctt aac tta ate ggt gca cca agg gaa get ctg ttt tga 2154 
Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg Glu Ala Leu Phe 
705 710 715 

gagtaagaat ctgttggcta aaacatatgt atacaaacac tetaaatgea acccaaggtt 2214 

tcttctaagt actgatcaga attcccgccc gagaagtcct ttggcaacag ctatatatat 2274 

ttactaagat tgtgaagaga aaggcaaagg caaaggttgt gcaaagatta gtattataga 2334 

taaaactggt atttgttttg taattttagg attgtgatga gatcgtgttg taccaataac 2394 

taacatcttg taaaatcaat tactctcttg tgatcttcaa taagcttgag tgacaaaaaa 2454 

aaaa 2458 



<210> 2 
<211> 717 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 2 

Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
15 10 15 

Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 
20 25 30 

Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 
35 40 45 

Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 

Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr He 
65 70 75 80 
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Asn Tyr Pro lie His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 
85 90 95 

Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val He Phe Asn Val Ser Lys Thr 
100 105 110 

Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

Leu His Tyr He Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys 
145 150 155 , 160 

Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 
165 170 175 

Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 
180 185 190 

He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 

Asn Asn Asn Val Val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 

Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 
245 250 255 

Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 
260 265 270 

Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
275 280 285 

Gly Met Thr Lys Gin He Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 

Val Asp Val Tyr Ala Arg Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 
325 330 335 
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He Asp Asp Leu val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 
340 345 350 

Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 
355 360 365 

Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 
405 410 415 

Lys Asp Val Val Ala lie His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 
420 425 430 

Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly He 
435 440 445 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
450 455 460 

Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
465 470 475 480 

Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 
485 490 495 

Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 
500 505 510 

Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met He Val 
515 520 525 

Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 
530 535 540 

Val Ala He Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 
565 570 575 



He Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 
580 585 590 
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Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
595 600 605 

Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 

Pro Leu Asp Arg Ala Leu lie Arg Ser Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
625 630 635 640 

Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He Gly Gly Phe Gly Ser His Val 
645 650 655 

Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 
660 665 670 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr He Asp His Gly Ala Pro Ala 
675 680 685 

Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met Pro Ser His He Ala Ala Thr 
690 695 700 

Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg Glu Ala Leu Phe 
705 710 715 



<210> 3 
<211> 1863 
<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1863) 



<400> 3 

atg agt ttt gat att gcc aaa tac ccg acc ctg gca ctg gtc gac tec 48 

Met Ser Phe Asp He Ala Lys Tyr Pro Thr Leu Ala Leu Val Asp Ser 

1 5 10 15 



acc cag gag tta cga ctg ttg ccg aaa gag agt tta ccg aaa etc tgc 96 
Thr Gin Glu Leu Arg Leu Leu Pro Lys Glu Ser Leu Pro Lys Leu Cys 
20 25 30 

gac gaa ctg cgc cgc tat tta etc gac age gtg age cgt tec age ggg 144 
Asp Glu Leu Arg Arg Tyr Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Ser Ser Gly 
35 40 45 

cac ttc gcc tec ggg ctg ggc acg gtc gaa ctg acc gtg gcg ctg cac 192 
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His Phe Ala Ser Gly Leu Gly Thr Val Glu Leu Thr Val Ala Leu His 
50 55 60 

tat gtc tac aac acc ccg ttt gac caa ttg att tgg gat gtg ggg cat 240 
Tyr Val Tyr Asn Thr Pro Phe Asp Gin Leu lie Trp Asp Val Gly His 
65 70 75 80 

cag get tat ccg cat aaa att ttg acc gga cgc cgc gac aaa ate ggc 288 
Gin Ala Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Asp Lys He Gly 
85 90 95 

acc ate cgt cag aaa ggc ggt ctg cac ccg ttc ccg tgg cgc ggc gaa 336 
Thr He Arg Gin Lys Gly Gly Leu His Pro Phe Pro Trp Arg Gly Glu 
100 105 110 

age gaa tat gac gta tta age gtc ggg cat tea tea acc tec ate agt 384 
Ser Glu Tyr Asp Val Leu Ser Val Gly His Ser Ser Thr Ser He Ser 
115 120 125 

gee gga att ggt att gcg gtt get gec gaa aaa gaa ggc aaa aat cgc 432 
Ala Gly He Gly He Ala Val Ala Ala Glu Lys Glu Gly Lys Asn Arg 
130 135 140 

cgc acc gtc tgt gtc att ggc gat ggc gcg att acc gca ggc atg gcg 480 
Arg Thr Val Cys Val He Gly Asp Gly Ala He Thr Ala Gly Met Ala 
145 150 155 160 

ttt gaa gcg atg aat cac gcg ggc gat ate cgt cct gat atg ctg gtg 528 
Phe Glu Ala Met Asn His Ala Gly Asp He Arg Pro Asp Met Leu Val 
165 170 175 

att etc aac gac aat gaa atg teg att tec gaa aat gtc ggc gcg etc 576 
He Leu Asn Asp Asn Glu Met Ser lie ser Glu Asn Val Gly Ala Leu 
180 185 190 



aac aac cat ctg gca cag 
Asn Asn His Leu Ala Gin 
195 

cgc gaa ggc ggg aaa aaa 
Arg Glu Gly Gly Lys Lys 
210 

ctg etc aaa cgc acc gaa 
Leu Leu Lys Arg Thr Glu 
225 230 

acg ttg ttt gaa gag ctg 



ctg ctt tec ggt aag ctt 
Leu Leu Ser Gly Lys Leu 
200 

gtt ttc tct ggc gtg ccg 
Val Phe Ser Gly Val Pro 
215 220 

gaa cat att aaa ggc atg 
Glu His He Lys Gly Met 
235 

ggc ttt aac tac ate ggc 



tac tct tea ctg 624 
Tyr Ser Ser Leu 
205 

cca att aaa gag 672 
Pro He Lys Glu 



gta gtg cct ggc 720 
Val val Pro Gly 
240 

ccg gtg gac ggt 768 
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Thr Leu Phe Glu Glu Leu Gly Phe Asn Tyr lie Gly Pr Val Asp Gly 
245 250 .255 

cac gat gtg ctg ggg ctt ate acc acg eta aag aac atg cgc gac ctg 816 
His Asp Val Leu Gly Leu He Thr Thr Leu Lys Asn Met Arg Asp Leu 
260 265 270 

aaa ggc ccg cag ttc ctg cat ate atg acc aaa aaa ggt cgt ggt tat 864 
Lys Gly Pro Gin Phe Leu His lie Met Thr Lys Lys Gly Arg Gly Tyr 
275 280 285 

gaa ccg gca gaa aaa gac ccg ate act ttc cac gec gtg cct aaa ttt 912 
Glu Pro Ala Glu Lys Asp Pro lie Thr Phe His Ala Val Pro Lys Phe 
290 295 300 

gat ccc tec age ggt tgt ttg ccg aaa agt age ggc ggt ttg ccg age 960 
Asp Pro Ser Ser Gly Cys Leu Pro Lys Ser Ser Gly Gly Leu Pro Ser 
305 310 315 320 

tat tea aaa ate ttt ggc gac tgg ttg tgc gaa acg gca gcg aaa gac 1008 
Tyr Ser Lys lie Phe Gly Asp Trp Leu Cys Glu Thr Ala Ala Lys Asp 
325 330 335 

aac aag ctg atg gcg att act ccg gcg atg cgt gaa ggt tec ggc atg 1056 
Asn Lys Leu Met Ala lie Thr Pro Ala Met Arg Glu Gly Ser Gly Met 
340 345 350 

gtc gag ttt tea cgt aaa ttc ccg gat cgc tac ttc gac gtg gca att 1104 
Val Glu Phe Ser Arg Lys Phe Pro Asp Arg Tyr Phe Asp Val Ala lie 
355 360 365 

gee gag caa cac gcg gtg acc ttt get gcg ggt ctg gcg att ggt ggg 1152 
Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala He Gly Gly 
370 375 380 

tac aaa" ccc att gtc gcg att tac tec act ttc ctg caa cgc gee tat 1200 
Tyr Lys Pro He Val Ala He Tyr Ser Thr Phe Leu Gin Arg Ala Tyr 
385 390 395 400 

gat cag gtg ctg cat gac gtg gcg att caa aag ctt ccg gtc ctg ttc 1248 
Asp Gin Val Leu His Asp Val Ala He Gin Lys Leu Pro Val Leu Phe 
405 410 415 

gec ate gac cgc gcg ggc att gtt ggt get gac ggt caa acc cat cag 1296 
Ala He Asp Arg Ala Gly He Val Gly Ala Asp Gly Gin Thr His Gin 
420 425 430 

ggt get ttt gat etc tct tac ctg cgc tgc ata ccg gaa atg gtc att 1344 
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Gly Ala Phe Asp Leu Ser Tyr Leu Arg Cys lie Pro Glu Met Val lie 
435 440 445 

atg acc ccg age gat gaa aac gaa tgt cgc cag atg etc tat ace ggc 1392 
Met Thr Pro Ser Asp Glu Asn Glu Cys Arg Gin Met Leu Tyr Thr Gly 
450 455 460 

tat cac tat aac gat ggc ccg tea gcg gtg cgc tac ccg cgt ggc aac 1440 
Tyr His Tyr Asn Asp Gly Pro Ser Ala Val Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
465 470 475 480 

gcg gtc ggc gtg gaa ctg acg ccg ctg gaa aaa eta cca att ggc aaa 1488 
Ala Val Gly Val Glu Leu Thr Pro Leu Glu Lys Leu Pro lie Gly Lys 
485 490 495 

ggc att gtg aag cgt cgt ggc gag aaa ctg gcg ate ctt aac ttt ggt 1536 
Gly lie Val Lys Arg Arg Gly Glu Lys Leu Ala He Leu Asn Phe Gly 
500 505 510 

acg ctg atg cca gaa gcg gcg aaa gtc gec gaa teg ctg aac gec acg 1584 
Thr Leu Met Pro Glu Ala Ala Lys Val Ala Glu Ser Leu Asn Ala Thr 
515 520 525 

ctg gtc gat atg cgt ttt gtg aaa ccg ctt gat gaa gcg tta att ctg 1632 
Leu Val Asp Met Arg Phe Val Lys Pro Leu Asp Glu Ala Leu He Leu 
530 535 540 

gaa atg gec gec age cat gaa gcg ctg gtc acc gta gaa gaa aac gec 1680 
Glu Met Ala Ala Ser His Glu Ala Leu Val Thr Val Glu Glu Asn Ala 
545 550 555 560 

att atg ggc ggc gca ggc age ggc gtg aac gaa gtg ctg atg gee cat 1728 
lie Net Gly Gly Ala Gly Ser Gly Val Asn Glu Val Leu Met Ala His 
565 570 575 

cgt aaa cca gta ccc gtg ctg aac att ggc ctg ccg gac ttc ttt att 1776 
Arg Lys Pro Val Pro Val Leu Asn He Gly Leu Pro Asp Phe Phe He 
580 585 590 

ccg caa gga act cag gaa gaa atg cgc gec gaa etc ggc etc gat gec 1824 
Pro Gin Gly Thr Gin Glu Glu Met Arg Ala Glu Leu Gly Leu Asp Ala 
595 600 605 

get ggt atg gaa gec aaa ate aag gee tgg ctg gca taa 1863 
Ala Gly Met Glu Ala Lys He Lys Ala Trp Leu Ala 
610 615 620 



11 



BNSOOCIO: <WO_0O06l 69A1J_> 



WO 00/08169 PCT/EP99/05467 

<216> 4 
<211> 620 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
<400> 4 

Met Ser Phe Asp He Ala Lys Tyr Pro Thr Leu Ala Leu Val Asp Ser 
1 5 10 15 

Thr Gin Glu Leu Arg Leu Leu Pro Lys Glu Ser Leu Pro Lys Leu Cys 
20 25 30 

Asp Glu Leu Arg Arg Tyr Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Ser Ser Gly 
35 40 45 

His Phe Ala Ser Gly Leu Gly Thr Val Glu Leu Thr Val Ala Leu His 
50 55 60 

Tyr Val Tyr Asn Thr Pro Phe Asp Gin Leu He Trp Asp Val Gly His 
€5 70 75 80 

Gin Ala Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Asp Lys He Gly 
85 90 95 

Thr lie Arg Gin Lys Gly Gly Leu His Pro Phe Pro Trp Arg Gly Glu 
100 105 110 

Ser Glu Tyr Asp Val Leu Ser Val Gly His Ser Ser Thr Ser He Ser 
115 120 125 

Ala Gly He Gly He Ala Val Ala Ala Glu Lys Glu Gly Lys Asn Arg 
130 135 140 

Arg Thr Val Cys Val He Gly Asp Gly Ala He Thr Ala Gly Met Ala 
145 150 155 160 

Phe Glu Ala Met Asn His Ala Gly Asp He Arg Pro Asp Met Leu Val 
165 170 175 

He Leu Asn Asp Asn Glu Met Ser He Ser Glu Asn Val Gly Ala Leu 
180 185 190 

Asn Asn His Leu Ala Gin Leu Leu Ser Gly Lys Leu Tyr Ser Ser Leu 
195 200 205 

Arg Glu Gly Gly Lys Lys Val Phe Ser Gly Val Pro Pro He Lys Glu 
210 215 220 
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Leu Leu Lys Arg Thr Glu Glu His He Lys Gly Met Val Val Pr Gly 
225 230 235 240 

Thr Leu Phe Glu Glu Leu Gly Phe Asn Tyr He Gly Pro Val Asp Gly 
245 250 255 

His Asp Val Leu Gly Leu He Thr Thr Leu Lys Asn Met Arg Asp Leu 
260 265 270 

Lys Gly Pro Gin Phe Leu His He Met Thr Lys Lys Gly Arg Gly Tyr 
275 280 285 

Glu Pro Ala Glu Lys Asp Pro He Thr Phe His Ala Val Pro Lys Phe 
290 295 300 

Asp Pro Ser Ser Gly Cys Leu Pro Lys Ser Ser Gly Gly lieu Pro Ser 
305 310 315 320 

Tyr Ser Lys He Phe Gly Asp Trp Leu Cys Glu Thr Ala Ala Lys Asp 
325 330 335 

Asn Lys Leu Met Ala He Thr Pro Ala Met Arg Glu Gly Ser Gly Met 
340 345 350 

Val Glu Phe Ser Arg Lys Phe Pro Asp Arg Tyr Phe Asp Val Ala He 
355 360 365 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala He Gly Gly 
370 375 380 

Tyr Lys Pro He Val Ala He Tyr Ser Thr Phe Leu Gin Arg Ala Tyr 
385 390 395 400 

Asp Gin Val Leu His Asp Val Ala He Gin Lys Leu Pro Val Leu Phe 
405 410 415 

Ala lie Asp Arg Ala Gly He Val Gly Ala Asp Gly Gin Thr His Gin 
420 425 430 

Gly Ala Phe Asp Leu Ser Tyr Leu Arg Cys He Pro Glu Met Val He 
435 440 445 

Met Thr Pro Ser Asp Glu Asn Glu Cys Arg Gin Met Leu Tyr Thr Gly 
450 455 460 



Tyr His Tyr Asn Asp Gly Pro Ser Ala Val Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
465 470 475 480 
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Ala Val Gly Val Glu Leu Thr Pro Leu Glu Lys Leu Pr He Gly Lys 
485 490 495 

Gly He Val Lys Arg Arg Gly Glu Lys Leu Ala He Leu Asn Phe Gly 
500 505 510 

Thr Leu Met Pro Glu Ala Ala Lys Val Ala Glu Ser Leu Asn Ala Thr 
515 520 525 

Leu Val Asp Met Arg Phe Val Lys Pro Leu Asp Glu Ala Leu He Leu 
530 535 540 

Glu Met Ala Ala Ser His Glu Ala Leu Val Thr Val Glu Glu Asn Ala 
545 550 555 . 560 

lie Met Gly Gly Ala Gly Ser Gly Val Asn Glu Val Leu Met Ala His 
565 570 575 

Arg Lys Pro Val Pro Val Leu Asn He Gly Leu Pro Asp Phe Phe He 
580 585 590 

Pro Gin Gly Thr Gin Glu Glu Met Arg Ala Glu Leu Gly Leu Asp Ala 
595 600 605 



Ala Gly Met Glu Ala Lys He Lys Ala Trp Leu Ala 
610 615 620 



<210> 5 
<211> 1469 
<212> DMA 

<213> Streptomyces avermitilis 

<220> 
<221> CDS 

<222> (218) (1138) 
<400> 5 

gatatccgag cgccgccggg tccactgcgg tccgaagccg cggatgactc cattcgactg 60 

aagccggtcg agccgcgcct gcacggtgcc gcgcgcgacc ccgagccgcc gggacatctc 120 

gagcactccg atgcgcggct cccgcgccag cagcaccagg agccggccgt ccagatgatc 180 

gatcgccacg gcagcccctc cagtggtcat cctgtac atg cag ccc cac gcc atg 235 

Met Gin Pro His Ala Met 
15 
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ggc ggt gca ctg aac aca ttg tec age gga caa gec aac tat tgc gca 283 
Gly Gly Ala Leu Asn Thr Leu Ser Ser Gly Gin Ala Asn Tyr Cys Ala 
10 15 20 

cct tgc gga acg gag cga ccc tgc cgc cat gac gca gac cac aca cca 331 
Pro Cys Gly Thr Glu Arg Pro Cys Arg His Asp Ala Asp His Thr Pro 
25 30 35 

cac tec cga cac cgc ccg gca ggc cga ccc ctt ccc ggt gaa ggg aat 379 
His Ser Arg His Arg Pro Ala Gly Arg Pro Leu Pro Gly Glu Gly Asn 
40 45 50 

gga cgc ggt cgt ctt cgc cgt agg caa cgc caa gca ggc cgc gca eta 427 
Gly Arg Gly Arg Leu Arg Arg Arg Gin Arg Gin Ala Gly Arg Ala Leu 
55 60 65 70 

etc cac cgc ctt egg cat gca get tgt ggc gta etc egg acc gga gaa 475 
Leu His Arg Leu Arg His Ala Ala Cys Gly Val Leu Arg Thr Gly Glu 
75 80 85 

egg cag ccg cga gac cgc ttc gta cgt cct cac caa egg etc ggc acg 523 
Arg Gin Pro Arg Asp Arg Phe Val Arg Pro His Gin Arg Leu Gly Thr 
90 95 100 

ctt cgt cct cac etc cgt cat caa gee cgc cac ccc ctg ggg cca ctt 571 
Leu Arg Pro His Leu Arg His Gin Ala Arg His Pro Leu Gly Pro Leu 
105 110 115 

cct cgc cga cca tgt ggc cga gca egg cga egg cgt cgt cga cct cgc 619 
Pro Arg Arg Pro Cys Gly Arg Ala Arg Arg Arg Arg Arg Arg Pro Arg 
120 125 130 

cat cga ggt ccc gga cgc ccg cgc cgc cca cgc gta cgc gat cga gca 667 
His Arg Gly Pro Gly Arg Pro Arg Arg Pro Arg Val Arg Asp Arg Ala 
135 140 145 150 

egg cgc ccg etc ggt cgc cga gee gta cga get gaa gga cga gca egg 715 
Arg Arg Pro Leu Gly Arg Arg Ala Val Arg Ala Glu Gly Arg Ala Arg 
155 160 165 

cac ggt cgt cct cgc cgc gat cgc cac eta egg caa gac ccg cca cac 763 
His Gly Arg Pro Arg Arg Asp Arg His Leu Arg Gin Asp Pro Pro His 
170 175 180 

cct cgt cga ccg gac egg eta cga egg ccc eta cct ccc egg eta cgt 811 
Pro Arg Arg Pro Asp Arg Leu Arg Arg Pro Leu Pro Pro Arg Leu Arg 
185 190 195 
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ggc cgc cgc ccc gat cgt cga acc gcc cgc cca ccg cac ctt cca ggc 859 
Gly Arg Arg Pro Asp Arg Arg Thr Ala Arg Pro Pr His Leu Pr Gly 
200 205 210 

cat cga cca ctg cgt egg caa cgt cga get egg ccg gat gaa cga atg 907 
His Arg Pro Leu Arg Arg Gin Arg Arg Ala Arg Pro Asp Glu Arg Met 
215 220 225 230 

ggt egg ctt eta caa caa ggt cat ggg ctt cac gaa cat gaa gga gtt 955 
Gly Arg Leu Leu Gin Gin Gly His Gly Leu His Glu His Glu Gly Val 
235 240 245 

cgt ggg cga cga cat cgc gac cga gta etc ggc get gat gtc gaa ggt 1003 
Arg Gly Arg Arg His Arg Asp Arg Val Leu Gly Ala Asp Val Glu Gly 
250 255 260 

cgt ggc cga egg cac get caa ggt caa gtt ccc gat caa cga gcc cgc 1051 
Arg Gly Arg Arg His Ala Gin Gly Gin Val Pro Asp Gin Arg Ala Arg 
265 270 275 

cct cgc caa gaa gaa gtc cca gat cga cga gta cct gga gtt eta egg 1099 
Pro Arg Gin Glu Glu Val Pro Asp Arg Arg Val Pro Gly Val Leu Arg 
280 285 290 

egg cgc ggg cgt cca gca cat cgc get gaa cac ggg tga categtcgag 1148 
Arg Arg Gly Arg Pro Ala His Arg Ala Glu His Gly 
295 300 305 

aeggtacgea cgatgcgcgc cgccggcgtc cagttcctgg acacgcccga ctcgtactac 1208 
gacaccctcg gggagtgggt gggcgacacc cgcgtccccg tcgacaccct gcgcgagctg 1268 
aagatcctcg cggaccgcga egaggaegge tatctgctcc agatcttcac caagccggtc 1328 
caggaccgcc egaeggtett cttcgagatc atcgaacgcc aeggctcgat gggattegge 1388 
aagggcaact tcaaggccct gttcgaggcg ategageggg agcaggagaa geggggcaac 1448 
ctgtaggcgg cgcggcccgg g 1469 



<210> 6 
<211> 306 
<212> PRT 

<213> Streptomyces avermitilis 
<400> 6 

Met Gin Pro His Ala Met Gly Gly Ala Leu Asn Thr Leu Ser Ser Gly 
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10 



15 



Gin Ala Asn Tyr Cys Ala Pro Cys Gly Thr Glu Arg Pro Cys Arg His 
20 25 30 

Asp Ala Asp His Thr Pro His Ser Arg His Arg Pro Ala Gly Arg Pro 
35 40 45 

Leu Pro Gly Glu Gly Asn Gly Arg Gly Arg Leu Arg Arg Arg Gin Arg 
50 55 60 

Gin Ala Gly Arg Ala Leu Leu His Arg Leu Arg His Ala Ala Cys Gly 
65 70 75 80 

Val Leu Arg Thr Gly Glu Arg Gin Pro Arg Asp Arg Phe Val Arg Pro 
85 90 95 

His Gin Arg Leu Gly Thr Leu Arg Pro His Leu Arg His Gin Ala Arg 
100 105 110 

His Pro Leu Gly Pro Leu Pro Arg Arg Pro Cys Gly Arg Ala Arg Arg 
115 120 125 

Arg Arg Arg Arg Pro Arg His Arg Gly Pro Gly Arg Pro Arg Arg Pro 
130 135 140 

Arg Val Arg Asp Arg Ala Arg Arg Pro Leu Gly Arg Arg Ala Val Arg 
145 150 155 160 

Ala Glu Gly Arg Ala Arg His Gly Arg Pro Arg Arg Asp Arg His Leu 
165 170 175 

Arg Gin Asp Pro Pro His Pro Arg Arg Pro Asp Arg Leu Arg Arg Pro 
180 185 190 

Leu Pro Pro Arg Leu Arg Gly Arg Arg Pro Asp Arg Arg Thr Ala Arg 
195 200 205 

Pro Pro His Leu Pro Gly His Arg Pro Leu Arg Arg Gin Arg Arg Ala 
210 215 220 

Arg Pro Asp Glu Arg Met Gly Arg Leu Leu Gin Gin Gly His Gly Leu 
225 230 235 240 

His Glu His Glu Gly Val Arg Gly Arg Arg His Arg Asp Arg Val Leu 
245 250 255 



Gly Ala Asp Val Glu Gly Arg Gly Arg Arg His Ala Gin Gly Gin Val 
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260 265 2?0 

Pro Asp Gin Arg Ala Arg Pro Arg Gin Glu Glu Val Pro Asp Arg Arg 
275 280 285 

Val Pro Gly Val Leu Arg Arg Arg Gly Arg Pro Ala His Arg Ala Glu 
290 295 300 

His Gly 
305 



<210> 7 
<211> 1479 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .. (1401) 

<400> 7 

atg gcg acg acg gtt aca etc aaa tec ttc acc gga ctt cgt caa tea 48 

Met Ala Thr Thr Val Thr Leu Lys Ser Phe Thr Gly Leu Arg Gin Ser 
1 5 10 15 

tea acg gag caa aca aac ttc gtc tct cat gta ccg tea tea ctt tct 96 
Ser Thr Glu Gin Thr Asn Phe Val Ser His Val Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 30 

etc cct caa cga egg acc tct etc cga gta acc gca gee agg gee act 144 
Leu Pro Gin Arg Arg Thr Ser Leu Arg Val Thr Ala Ala Arg Ala Thr 
35 40 45 

ccc aaa etc tec aac cgt aaa etc cgt gtc gec gtc ate ggt ggt gga 192 
Pro Lys Leu Ser Asn Arg Lys Leu Arg Val Ala Val lie Gly Gly Gly 
50 55 60 

cca gca ggc ggg gca get gca gag act eta gca caa gga gga ate gag 240 
Pro Ala Gly Gly Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ala Gin Gly Gly He Glu 
65 70 75 80 

acg att etc ate gag cgt aag atg gac aat tgc aag cct tgc ggt ggc 288 
Thr He Leu He Glu Arg Lys Met Asp Asn Cys Lys Pro Cys Gly Gly 
85 90 95 

gcg att cct etc tgt atg gtc gga gaa ttc aac ttg ccg ttg gat att 336 
Ala lie Pro Leu Cys Met Val Gly Glu Phe Asn Leu Pro Leu Asp 11 

18 



BNSDOCK): <WO .-0006169*1.1 > 



WO 00/08169 



PCT/EP99/05467 



100 105 110 

att gat egg aga gtg acg aag atg aag atg att teg ccg teg aac att 384 
He Asp Arg Arg Val Thr Lys Met Lys Met He Ser Pro Ser Asn He 
115 120 125 

get gtt gat att ggt cgt acg ctt aag gag cat gag tat ata ggt atg 432 
Ala Val Asp He Gly Arg Thr Leu Lys Glu His Glu Tyr He Gly Met 
130 135 140 

gtg aga aga gaa gtt ctt gat get tat ctg aga gag aga get gag aag 480 
Val Arg Arg Glu Val Leu Asp Ala Tyr Leu Arg Glu Arg Ala Glu Lys 
145 150 155 160 

agt gga gec act gtg att aac ggt etc ttc ctt aag atg gat cat ccg 528 
Ser Gly Ala Thr Val He Asn Gly Leu Phe Leu Lys Met Asp His Pro 
165 170 175 

gag aat tgg gac teg ccg tac act ttg cat tac act gag tac gat ggt 576 
Glu Asn Trp Asp Ser Pro Tyr Thr Leu His Tyr Thr Glu Tyr Asp Gly 
180 185 190 

aaa act gga get aca ggg acg aag aaa aca atg gag gtt gat get gtc 624 
Lys Thr Gly Ala Thr Gly Thr Lys Lys Thr Met Glu Val Asp Ala Val 
195 200 205 

att gga get gat gga get aac tct agg gtt get aaa tct att gat get 672 
He Gly Ala Asp Gly Ala Asn Ser Arg Val Ala Lys Ser He Asp Ala 
210 215 220 

ggt cjat tac gac tac gca att gca ttt cag gag agg att agg att cct 720 
Gly Asp Tyr Asp Tyr Ala He Ala Phe Gin Glu Arg He Arg He Pro 
225 230 235 240 

gat gag aaa atg act tac tat gag gat tta get gag atg tat gtt gga 768 
Asp Glu Lys Met Thr Tyr Tyr Glu Asp Leu Ala Glu Met Tyr Val Gly 
245 250 255 

gat gat gtg teg ccg gat ttc tat ggt tgg gtg ttc cct aag tgc gac 816 
Asp Asp Val Ser Pro Asp Phe Tyr Gly Trp Val Phe Pro Lys Cys Asp 
260 265 270 

cat gta get gtt gga aca ggt act gtg act cac aaa ggt gac ate aag 864 
His Val Ala Val Gly Thr Gly Thr Val Thr His Lys Gly Asp He Lys 
275 280 285 

aag ttc cag etc gcg acc aga aac aga get aag gac aag att ctt gga 912 
Lys Phe Gin Leu Ala Thr Arg Asn Arg Ala Lys Asp Lys lie Leu Gly 

19 



BNSOOCtD: <VYO__000ei69A1_L> 



WO 00/081*9 



PCT/EP99/05467 



290 



295 



300 



ggg aag ate ate cgt gtg gag get cat ccg att cct gaa cat ccg aga 
Gly Lys lie lie Arg Val Glu Ala His Pro lie Pro Glu His Pr Arg 
305 310 315 320 



960 



cca cgt agg etc teg aaa cgt gtg get ctt gta ggt gat get gca ggg 
Pro Arg Arg Leu Ser Lys Arg Val Ala Leu Val Gly Asp Ala Ala Gly 
325 330 335 



1008 



tat gtg act aaa tgc tct ggt gaa ggg ate tac ttt get get aag agt 
Tyr Val Thr Lys Cys Ser Gly Glu Gly He Tyr Phe Ala Ala Lys Ser 
340 345 350 



1056 



gga aga atg tgt get gaa gee att gtc gaa ggt tea cag aat ggt aag 
Gly Arg Met Cys Ala Glu Ala He Val Glu Gly Ser Gin Asn Gly Lys 
355 360 365 



1104 



aag atg att gac gaa ggg gac ttg agg aag tac ttg gag aaa tgg gat 
Lys Met He Asp Glu Gly Asp Leu Arg Lys Tyr Leu Glu Lys Trp Asp 
370 375 380 



1152 



aag aca tac ttg cct acc tac agg gta ctt gat gtg ttg cag aaa gtg 
Lys Thr Tyr Leu Pro Thr Tyr Arg Val Leu Asp Val Leu Gin Lys Val 
385 390 395 400 



1200 



ttt tac aga tea aat ccg get aga gaa gcg ttt gtg gag atg tgt aat 
Phe Tyr Arg Ser Asn Pro Ala Arg Glu Ala Phe Val Glu Met cys Asn 
405 410 415 



1248 



gat gag tat gtt cag aag atg aca ttc gat age tat ctg tac aag egg 
Asp Glu Tyr Val Gin Lys Met Thr Phe Asp Ser Tyr Leu Tyr Lys Arg 
420 425 430 



1296 



gtt gcg ccg ggt agt cct ttg gag gat ate aag ttg get gtg aac acc 
Val Ala Pro Gly Ser Pro Leu Glu Asp He Lys Leu Ala Val Asn Thr 
435 440 445 



1344 



att gga agt ttg gtt agg get aat get eta agg aga gag att gag aag 
He Gly Ser Leu Val Arg Ala Asn Ala Leu Arg Arg Glu He Glu Lys 
450 455 460 



1392 



ctt agt gtt taagaaacaa ataatgaggt ctatctcctt tcttcatctc 

Leu Ser Val 

465 



1441 



tatctctctt tttttgtctg ttagtaatct atctacac 



1479 
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<210> 8 
<211> 467 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis tha liana 
<400> 8 

Met Ala Thr Thr Val Thr Leu Lys Ser Phe Thr Gly Leu Arg Gin Ser 
1 5 10 15 

Ser Thr Glu Gin Thr Asn Phe Val Ser His Val Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 30 

Leu Pro Gin Arg Arg Thr Ser Leu Arg Val Thr Ala Ala Arg Ala Thr 
35 40 45 

Pro Lys Leu Ser Asn Arg Lys Leu Arg Val Ala Val lie Gly Gly Gly 
50 55 60 

Pro Ala Gly Gly Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ala Gin Gly Gly lie Glu 
65 70 75 80 

Thr lie Leu lie Glu Arg Lys Met Asp Asn Cys Lys Pro Cys Gly Gly 
85 90 95 

Ala He Pro Leu Cys Met Val Gly Glu Phe Asn Leu Pro Leu Asp He 
100 105 110 

He Asp Arg Arg Val Thr Lys Met Lys Met He Ser Pro Ser Asn He 
115 120 125 

Ala Vai Asp He Gly Arg Thr Leu Lys Glu His Glu Tyr He Gly Met 
130 135 140 

Val Arg Arg Glu Val Leu Asp Ala Tyr Leu Arg Glu Arg Ala Glu Lys 
145 150 155 160 

Ser Gly Ala Thr Val He Asn Gly Leu Phe Leu Lys Met Asp His Pro 
165 170 175 

Glu Asn Trp Asp Ser Pro Tyr Thr Leu His Tyr Thr Glu Tyr Asp Gly 
180 185 190 

Lys Thr Gly Ala. Thr Gly Thr Lys Lys Thr Met Glu Val Asp Ala Val 
195 200 205 

He Gly Ala Asp Gly Ala Asn Ser Arg Val Ala Lys Ser He Asp Ala 
210 215 220 
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Gly Asp Tyr Asp Tyr Ala lie Ala Phe Gin Glu Arg lie Arg He Pr 
225 230 235 240 

Asp Glu Lys Met Thr Tyr Tyr Glu Asp Leu Ala Glu Met Tyr Val Gly 
245 250 255 

Asp Asp Val Ser Pro Asp Phe Tyr Gly Trp Val Phe Pro Lys Cys Asp 
260 265 270 

His Val Ala Val Gly Thr Gly Thr Val Thr His Lys Gly Asp lie Lys 
275 280 285 

Lys Phe Gin Leu Ala Thr Arg Asn Arg Ala Lys Asp Lys He Leu Gly 
290 295 300 

Gly Lys He He Arg Val Glu Ala His Pro He Pro Glu His Pro Arg 
305 310 315 320 

Pro Arg Arg Leu Ser Lys Arg Val Ala Leu Val Gly Asp Ala Ala Gly 
325 330 335 

Tyr Val Thr Lys Cys Ser Gly Glu Gly He Tyr Phe Ala Ala Lys Ser 
340 345 350 

Gly Arg Met Cys Ala Glu Ala lie Val Glu Gly ser Gin Asn Gly Lys 
355 360 365 

Lys Met He Asp Glu Gly Asp Leu Arg Lys Tyr Leu Glu Lys Trp Asp 
370 375 380 

Lys Thr Tyr Leu Pro Thr Tyr Arg Val Leu Asp Val Leu Gin Lys Val 
385 390 395 400 

Phe Tyr Arg Ser Asn Pro Ala Arg Glu Ala Phe Val Glu Met Cys Asn 
405 410 415 

Asp Glu Tyr Val Gin Lys Met Thr Phe Asp Ser Tyr Leu Tyr Lys Arg 
420 425 430 

Val Ala Pro Gly Ser Pro Leu Glu Asp He Lys Leu Ala Val Asn Thr 
435 440 445 

He Gly Ser Leu Val Arg Ala Asn Ala Leu Arg Arg Glu He Glu Lys 
450 455 460 

Leu ser Val 
465 
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DNA SEQUENCE CODING FOR A 1 -DEOXY -D -XYLULOSE - 5 - PHOSPHATE 

SYNTHASE AND THE OVERPRODUCTION THEREOF IN PLANTS 

The present invention relates to the use of DNA sequences coding 
for a l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) for 
producing plants with increased tocopherol, vitamin K, 
chlorophyll and/or carotenoid contents, specifically to the use 
of a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ id No. 3 or of a DNA 

10 sequence hybridizing with the latter, to the use of a DNA 

sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and of a DNA sequence 
SEQ ID No. 5 or DNA sequences hybridizing with the latter and 
coding for a l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) and a 
p-dydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) for producing plants 
with increased content of tocopherols, vitamin K, chlorophylls 
and/or carotenoids, to the use of a DNA sequence SEQ ID No. 1 or 
SEQ ID No. 3 and of a DNA sequence SEQ ID No. 7 or DNA sequences 
hybridizing with the latter and coding for a 
1-deoxy— D-xylulose— 5— phosphate synthase (DOXS) and a 

20 geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) for 

producing plants with increased content of tocopherols, vitamin 
K, chlorophylls and/or carotenoids, to the use of a DNA sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3, of a DNA sequence SEQ ID No. 5 and 
of a DNA sequence SEQ ID No. 7 or DNA sequences hybridizing with , 
the latter and coding for a 1— deoxy— D-xylulose— 5— phosphate 
synthase (DOXS), a hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) and a 
geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) for 
producing plants with increased content of tocopherols, vitamin 
K, chlorophylls and/or carotenoids, to processes for producing 

30 plants with increased tocopherol, vitamin K, chlorophyll and/or 

carotenoid contents, comprising a DNA sequence SEQ-ID No. 1 or 
SEQ ID No. 3; SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5; SEQ 
ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 7 or a DNA sequence SEQ 
ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5 and SEQ ID No. 7, to 
the plants themselves produced in this way, and to the use of SEQ 
ID No. 1 or SEQ ID No. 3 for producing a test system for 
identifying DOXS inhibitors. 

An important aim of molecular genetic work on plants to date has 
40 been the generation of plants with increased content of sugars, 
enzymes and amino acids. However, there is also commercial 
interest in the development of plants with increased content of 
vitamins, such as increasing the tocopherol content. 

The eight compounds with vitamin E activity which occur in nature 
are derivatives of 6-chromanol (Ullmann's Encyclopedia of 
Industrial Chemistry, Vol. A 27 (1996), VCH Verlagsgesellschaft, 
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Chapter 4, 478-488, Vitamin £) . The first group (la-d) is derived 
from tocopherol, while the second group consists of derivatives 
of tocotrienol (2a- d) : 




la, a-Tocopherol: R l « R 2 » R 3 « CH 3 

lb, p-Tocopherol [148-03-8]: R 1 = R 3 * CH 3 , R 2 » H 

15 lc, Y-Tocopherol [54-28-4]: R l - H, R 2 « R 3 m CH 3 

Id, ^-Tocopherol [119-13-1]: R l ■* R 2 = H, R 3 = CH 3 



20 




25 

2a, a-Tocotrienol [1721-51-3]: R 1 - R 2 - R 3 * CH 3 

2b, p-Tocotrienol [490-23-3]: Rl « R3 * CH 3 , R 2 » H 

2c, v^-Tocotrienol [14101-61-2]: R 1 ° H, R 2 * R 3 « CH 3 

2d, &-Tocotrienol [25612-59-3]: Rl « R 2 = H, R 3 *= CH 3 

30 

The compound of great commercial importance is a— tocopherol. 

There are limits on the development of crop plants with increased 
tocopherol content through tissue culture or seed mutagenesis and 

35 natural selection. Thus, on the one hand, the tocopherol content 
must be measurable even in the tissue culture and, on the other 
hand, the only plants which can be manipulated by tissue culture 
techniques are those which can be regenerated to whole plants 
from cell cultures. In addition, crop plants may, after 

40 mutagenesis and selection, show unwanted properties which must be 
eliminated again by backcrossings, several times in some 
instances. Moreover increasing the tocopherol content by crossing 
would be retricted to plants of the same species. 

45 For these reasons, the genetic engineering procedure of 

isolating, and transferring into target crop plants, an essential 
biosynthesis gene coding for tocopherol synthesis activity is 
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superior to the classical breeding method. The preconditions for 
this process are that the biosynthesis and its regulation are 
known and that genes which influenc the biosynthetic activity 
are identified. 

5 

Isoprenoids or terpenoids consist of various classes of 
lipid-soluble molecules and are formed partly or completely of 
C 5 -isoprene units. Pure prenyl lipids (e.g. carotenoids) consist 
of C skeletons derived exclusively from isoprene units, whereas 
10 mixed prenyl lipids (e.g. chlorophyll) have an isoprenoid side 
chain connected to an aromatic nucleus. 

The biosynthesis of prenyl lipids starts from 3 x acetyl-CoA 
units, which are converted via B-hydroxymethylglutaryl-CoA 
15 (HMG-CoA) and mevalonate into the initial isoprene unit (C 5 ), 

isopentenyl pyrophosphate (IPF). It has recently been shown by in 
vivo feeding experiments with C X3 that a mevalonate-independent 
pathway is followed in various eubacteria, green algae and plant 
chloroplasts to produce IPP: 



25 



30 



35 



40 



45 
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Glyceraldehyd 3 -phosphate + pyruvate 



10 



DOXS 



1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 



15 



25 



DMAPP-^- 



J 

GPP 

t 



- IPP 
IPP 

2 IPP 



20 GGPP • 



carotenoids 



30 



j 

tocopherols 



This entails hydroxyethylthiamine f which is produced by 

decarboxylation of pyruvate, and glyceraldehyde 3 -phosphate 

(3 -GAP) being converted, in a "transketolase" reaction mediated 

35 by l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase, initially into 
1-deoxy-D-xylulose -5 -phosphate (Schwender et al., FEBS Lett. 
414(1), 129-134(1997) ; Arigoni et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 
94(2), 10600-10605 (1997); Lange et al., Proc .Nat I.Acad .Sci. USA 
95(5), 2100-2104(1998); Lichtenthaler et al., FEBS Lett. 400(3), 

40 271-274(1997). The latter is then converted by an intramolecular 
rearrangement into IPP (Arigoni et al., 1997). Biochemical data 
indicate that the mevalonate pathway operates in the cytosol and 
leads to the production of phytosterols . The antibiotic 
mevinolin, a specific inhibitor of mevalonate production, leads 

45 only to inhibition of sterol biosynthesis in the cytoplasm, 
whereas pr nyl lipid production in the plastids is unaffected 
(Bach and Lichtenthaler, Physiol. Plant 59(1983), 50-60. By 
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contrast, the mevalonate-independent pathway has a plastidic 
localization and leads mainly to the production of carotenoids 
and plastidic prenyl lipids (Schwender et al., 1997; Arigoni et 
al, 1997). 

5 

IPP is in equilibrium with its isomer, dimethylallyl pyro- 
phosphate (DMAPP). Condensation of IPP with DMAPP in a head-tail 
addition affords the monoterpene (Cio) geranyl pyrophosphate 
(GPP) . Addition of further IPP units results in the sesquiterpene 

10 (Cis) farnesy pyrophosphate (FPP) and the diterpene (C20) 
geranyl-geranyl pyrophosphate (GGPP). Linkage of two GGPP 
molecules results in the production of the C 40 precursors for 
carotenoids. GGPP is transformed by a prenyl chain hydrogenase 
into phytyl pyrophosphate (PPP), the starting material for 

15 further production of tocopherols. 

The ring structures of the mixed prenyl lipids which lead to the 
production of vitamins E and K comprise quinones whose initial 
metabolites are derived from the shikimate pathway. The aromatic 

20 amino acids phenylalanine and tyrosine are converted into 

hydroxyphenylpyruvate, which is transformed by dioxygenation into 
homogentisic acid. The latter is bound to PPP in order to produce 
2-methyl-6-phytylquinol, the precursor of a- tocopherol and 
a-tocoquinone. Methylation steps with S-adenosylmethionine as 

25 methyl group donor result initially in 2,3-dimethyl-6-phytyl- 
quinol and then, by cyclization, in y- tocopherol and, by 
methylation again, in a-tocopherol (Richter, Biochemie der 
Pflanzen, Georg Thieme Verlag Stuttgart, 1996). 

30 Examples are to be found in the literature showing that 

manipulation of an enzyme can influence the direction of the 
metabolyte flux. It was possible in experiments with modified 
expression of phytoene synthase, which links two GGPP molecules 
together to give 15-cis-phytoene, to measure a direct effect on 

35 the amounts of carotenoids in these transgenic tomato plants 
(Fray and Grierson, Plant Mol. Biol. 22(4) ,589-602(1993) ; Fray et 
al.. Plant J., 8, 693-701(1995). As expected, transgenic tobacco 
plants with reduced amounts of phenylalanine-ammonium lyase show 
reduced phenylpropanoid amounts. The enzyme 

40 phenylalanine-ammonium lyase catalyzes the breakdown of 
phenylalanine and thus removes it from phenylpropanoid 
biosynthesis (Bate et al.,Proc. Natl. Acad. Sci USA 91 (16): 
7608-7612 (1994); Howies et al., Plant Physiol. 112. 
1617-1624(1996). 
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To date, little has been disclosed about increasing the 
metabolite flux in order to increase the tocopherol content of 
plants through overexpression of individual biosynthesis genes. 
There is merely a description in WO 97/27285 of modification of 
5 the tocopherol content by increased expression or by 

down-regulation of the enzyme p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 
(HPPD). 

It is an object of the present invention to develop a transgenic 
10 plant with increased content of tocopherols, vitamin K, chloro- 
phylls and carotenoids. 

We have found that this object is achieved by overexpression of a 
l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate sythase (DOXS) gene in the plants. 

15 

In order to increase the metabolite flux from primary metabolism 
into isoprenoid metabolism, the production of IPP as general 
starting substrate for all plastidic isoprenoids was increased. 
For this purpose, the DOXS activity in plants was increased by 

20 overexpression of the homologous gene (gene from organism of the 
same species). This can also be achieved by expressing a 
heterologous gene (gene from remote organisms). Nucleotide 
sequences from Arabidopsis thaliana DOXS (Acc. No. U 27099), rice 
(Acc. No. AF024512) and peppermint (Acc. No. AF019383) are 

25 described. 

In one example 1 there is enhanced expression of the DOXS gene 
from Arabidopsis -thaliana (SEQ ID No.:l; Mandel et al., Plant J. 
9, 649-658(1996); Acc. No. U27099) in transgenic plants. 

30 Plastidic localization is ensured by the transit signal sequence 
present in the gene sequence. A suitable expression cassette is 
also a DNA sequence which codes for a DOXS gene which hybridizes 
with SEQ ID No. 1 and which is derived from other organisms such 
as, for example, E. coli (SEQ ID No. 3) or, preferably, from other 

35 plants. 

The GGPP which is now available in increased quantities is 
converted further in the direction of tocopherols and 
carotenoids • 

40 

Efficient production of carotenoids is essential for photo- 
synthesis, where they serve together with chlorophylls as 
"light-collecting complexes" for better utilization of the energy 
of photons (Heldt, Pf lanzenbiochemie . Spektrum Akademischer 
45 Verlag Heidelberg Berlin Oxford, 1996). In addition, carotenoids 
carry out important functions protecting from oxygen free 
radicals such as singlet oxygen, which they are able to return to 



0817/00006 



CA 02339519 2001-02-02 



7 

the ground state (Asada, 1994; Demming-Adams and Adams, Trends in 
Plant Sciences 1; 21-26(1996). A l-deoxy-D-xylulose-5 -phosphate 
synthase-def ctive Arabidopsis thaliana mutant showing an "albino 
phenotype" has been isolated (Mandel et al., 1996). It can be 
5 inferred from this that a reduced amount of carotenoids in the 
plastids has adverse effects on the plant. 

We have found that the object is also achieved by overexpression 
of a 1-deoxy— D— xylulose— 5— phosphate synthase (DOXS) gene and of a 
10 p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) gene in the plants, 
see Figure 1. 

In order to increase the metabolite flux from primary metabolism 
into isoprenoid metabolism, the production of IPP as general 
15 starting substrate for all plastidic isoprenoids was increased. 
For this purpose, the DOXS activity in transgenic tobacco and 
oilseed rape plants was increased by overexpression of the DOXS 
from E. coli. This can be achieved by expression of homologous or 
other heterologous genes. 

20 

The D-l-deoxy-xylulose 5-phosphate which is now available in 
increased quantities is converted further in the direction of 
tocopherols and carotenoids. 

25 In addition, the production of homogentisic acid further 
intensifies the metabolite flux in the direction of 
phytylquinones and thus tocopherol, see Figure 1. Homogentisic 
acid is produced from p-hydroxyphenylpyruvate by the enzyme 
p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase ( HPPD ) . cDNAs coding for this 

30 enzyme have been described from various organisms such as, for 
example, from microorganisms, from plants and from humans. 

In Example 11 there was for the first time overexpression of the 
HPPD gene from Streptomyces avermitilis (Denoya et al., 
35 J. Bacteriol. 176(1994), 5312-5319; SEQ ID No. 5) together with 
the DOXS from E. coli SEQ ID No. 3 in plants and plant plastids. 

The increase in the plastidic IPP production leads to enhanced 
production of all plastidic isoprenoids. The increased provision 

40 of homogentisic acid ensures that sufficient substrate is 

available for the production of tocopherols in the plastids. This 
homogentisate which is now available in increased quantities can 
in turn be converted in the transgenic plants with the amount, 
which is increased du to the overexpression of DOXS, of phytyl 

45 diphosphat (PPP) . PPP occupies a k y position, in this 
connection, because it serves on the one hand as starting 
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substrate for chlorophylls and phylloquinones, and on the other 
hand for tocopherols. 

The transgenic plants are produced by transformation of the 
5 plants with a construct containing the DOXS and HPPD genes. 
Tobacco and oilseed rape were employed as model plants for the 
production of tocopherols, vitamin K, chlorophylls and 
carotenoids. 

10 The invention also relates to the use of the DNA sequences SEQ ID 
No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5, which code for a DOXS or 
HPPD or functional equivalents thereof, for producing a plant 
with increased tocopherol, vitamin K, chlorophyll and/or 
carotenoid contents. The nucleic acid sequences may in these 

15 cases be, for example, DNA or cDNA sequences. Coding sequences 
suitable for insertion into an expression cassette are, for 
example, those coding for a DOXS or HPPD and conferring on the 
host the ability to overproduce tocopherol. 

20 The expression cassettes additionally comprise regulatory nucleic 
acid sequences which control the expression of the coding 
sequence in the host cell. In a preferred embodiment, an 
expression cassette comprises upstream, i.e. at the 5' end of the 
coding sequence, a promoter and downstream, i.e. at the 3' end, a 

25 polyadenylation signal and, where appropriate, further regulatory 
elements which are operatively linked to the coding sequence for 
the DOXS or HPPD gene located in between. 

An expression cassette is produced by fusing a suitable promoter 
30 to a suitable DOXS or HPPD DNA sequence and preferably a DNA 
which is inserted between promoter and DOXS or HPPD DNA sequence 
and codes for a chloroplast-specif ic transit peptide, and a 
polyadenylation signal by conventional recombination and cloning 
techniques as described, for example, in T. Maniatis, E.F. 
35 Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989), and 
in T.J • Silhavy, M.L. Berman and L.W. Enquist, Experiments with 
Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
NY (1984) and in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in 
40 Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 
Wiley-Inter science (1987). 

It is also possible to use expression cassettes whose DNA 
sequence codes for a DOXS or HPPD fusion protein, where part of 
45 the fusion protein is a transit peptide which controls 

translocation of the polypeptide. Transit peptides which are 
specific for chloroplasts and which are eliminated enzymatically 
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from the DOXS or HPPD part after translocation of the DOXS or 
HPPD gene into the chloroplasts ar preferred. The particularly 
preferred transit peptide is derived from the plastidic 
transketolase (TK) or a functional equivalent of this transit 
5 peptide (for example the transit peptide of the small subunit of 
rubisco or f erredoxin-NADP oxidoreductase ) . 

The fused expression cassette coding for a DOXS gene and an HPPD 
gene is preferably cloned into a vector, for example pBinl9, 
10 which is suitable for transformation of Agrobacterium 
tumefaciens. 

The invention further relates to the use of an expression 
cassette comprising DKA sequences SEQ ID No. 1 or SEQ-ID No. 3 
15 and SEQ ID No. 5 or DNA sequences hybridizing with the latter for 
the transformation of plants or cells, tissues or parts of 
plants. The preferred aim of the use is to increase the 
tocopherol, vitamin K, chlorophyll and carotenoid contents of the 
plant. 

20 

It is moreover possible, depending on the choice of the promoter, 
for expression to take place specifically in the leaves, in the 
seeds or other parts of the plant. The present invention further 
relates to such transgenic plants, propagation material thereof 
25 and cells, tissues or parts of these plants. 

The invention additionally relates to transgenic plants 
transformed with an expression cassette comprising the sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5 or DNA sequences 

30 hybridizing with the latter, and transgenic cells, tissues, parts 
and propagation material of such plants. Particular preference is 
given in this connection to transgenic crop plants such as, for 
example, barley, wheat, rye, corn, oats, soybean, rice, cotton, 
sugarbeet, canola, sunflower, flax, hemp, potato, tobacco, 

35 tomato, oilseed rape, alfalfa, lettuce and the various tree, nut 
and vine species. 

The invention further relates to: 

40 - Process for transforming a plant, which comprises introducing 
expression cassettes comprising a DNA sequence SEQ ID No. 1 
or SEQ ID No. 3 and a DNA sequence SEQ ID No. 5 or DNA 
sequences hybridizing with the latter into a plant cell, into 
callus tissu , a whole plant or protoplasts of plants, 
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- Use of the DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ 
ID No. 5 or DNA sequences hybridizing with the latter to 
produce plants with increased tocopherol, vitamin K, 
chlorophyll and/or carotenoid contents by expression of a 
5 DOXS and an HPPD DNA sequence in plants. 

The object have also been achieved by overexpression of a 
1-deoxy— D-xylulose— 5— phosphate synthase (DOXS) gene and of a 
geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) gene in the 
10 plants, see Figure 1. 

In order to increase the metabolite flux from primary metabolism 
into isoprenoid metabolism, the production of IPP as general 
starting substrate for all plastidic isoprenoids was increased. 
15 For this purpose, the DOXS activity in transgenic tobacco and 
oilseed rape plants was increased by overexpression of the DOXS 
from E. coli. This can be achieved by expression of homologous or 
other heterologous genes. 

20 In order to convert the GGPP which is now available in increased 
quantities in the direction of tocopherols and carotenoids, in a 
further step essential to the invention in addition the activity 
of the enzyme geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase is 
increased by overexpression of a corresponding gene. This measure 

25 achieves an increased production of phytyl pyrophosphate through 
increased conversion of geranylgeranyl pyrophosphate into phytyl 
pyrophosphate. 

This is done, for example, by enhanced expression of the GGPPOR 
30 gene from Arabidopsis thaliana (SEQ ID No. 7) in transgenic 
plants. In order to ensure plastidic localization, a transit 
signal sequence is put in front of the Arabidopsis GGPPOR. Also 
suitable as expression cassette is a DNA sequence coding for a 
GGPPOR gene which hybridizes with SEQ ID No. 7 and which is 
35 derived from other organisms or from other plants. 

Example 15 describes the cloning of the GGPPOR gene from 
Arabidopsis thaliana. 

40 Increasing the plastidic 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate and 

phytyl pyrophosphate production leads to increased production of 
all plastidic isoprenoids, so that sufficient substrate for the 
production of tocopherols, chlorophylls, vitamin K and 
phylloquinones is available in the plastids. 
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The transgenic plants are produced by transformation of the 
plants with a construct containing the DOXS and GGPFOR genes. 
Tobacco and oilseed rape were employed as model plants for the 
production of tocopherols, vitamin K, chlorophylls and 
5 carotenoids. 

The invention also relates to the use of the DNA sequences SEQ ID 
No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 7, which code for a DOXS or 
GGPPOR or functional equivalents thereof, for producing plants 

10 with increased tocopherol, vitamin K, chlorophyll and/or 
carotenoid contents. The nucleic acid sequences may in these 
cases be, for example, DNA or cDNA sequences. Coding sequences 
suitable for insertion into an expression cassette are, for 
example, those coding for a DOXS or GGPPOR and conferring on the 

15 host the ability to overproduce tocopherol. 

The expression cassettes additionally comprise regulatory nucleic 
acid sequences which control the expression of the coding 
sequence in the host cell. In a preferred embodiment, an 

20 expression cassette comprises upstream, i.e. at the 5' end of the 
coding sequence, a promoter and downstream, i.e. at the 3' end, a 
polyadenylation signal and, where appropriate, further regulatory 
elements which are operatively linked to the coding sequence for 
the DOXS or GGPPOR gene located in between. Operative linkage 

25 means sequential arrangement of promoter, coding sequence, 

terminator and, where appropriate, further regulatory elements in 
such a way that each of the regulatory elements can properly 
carry out its function in the expression of the coding sequence. 
The sequences which are preferred for the operative linkage, but 

30 are not restricted thereto, are targeting sequences to ensure 
subcellular localization in the apoplast, in the vacuole, in 
plastids, in the mitochondrion, in the endoplasmic reticulum 
(ER), in the cell nucleus, in elaioplasts or other compartments 
and translation enhancers such as the 5' leader sequence from 

35 tobacco mosaic virus (Gallie et al. r Nucl. Acids Res. 15 (1987), 
8693-8711). 

For example, the plant expression cassette can be incorporated 
into the tobacco transformation vector pBinAR-Hyg. Fig. 1 shows 
40 the tobacco transformation vectors pBinAR— Hyg with the 35S 
promoter (A) and pBinAR— Hyg with the seed-specific promoter 
phaseolin 796 (B) : 

— HPT: hygromycin phosphotransferase 
45 — OCS: octopine synthase terminator 

— PNOS: nopal ine synthas promoter 
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— also drawn in are those restriction cl avage sites which cut 
the vector only once. 

Suitable promoters for the expression cassette are in principle 
5 all promoters able to control expression of foreign genes in 
plants. Preferably used is, in particular, a plant promoter or a 
promoter derived from a plant virus. The CaMV 35S promoter from 
cauliflower mosaic virus (Franck et al., Cell 21 (1980), 265-294) 
is particularly preferred. This promoter contains, as is known, 
10 different recognition sequences for transcriptional effectors 
which, in their totality, lead to permanent and constitutive 
expression of the inserted gene (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 
2195-2202) . 

15 The expression cassette may also contain a chemically inducible 
promoter by which expression of the exogenous DOXS or GGPPOR gene 
in the plant can be controlled at a particular time. Promoters of 
this type, such as the PRPl promoter (Ward et al., Plant. Mol. 
Biol. 22 (1993), 361-366), a promoter inducible by salicylic acid 

20 (HO 95/19443), a benzenesulf onamide-inducible (EP-A 388186), a 
tetracycline-inducible (Gatz et al., (1992) Plant J. 2, 397-404), 
an abscisic acid-inducible (EP-A 335528) and an ethanol- or 
cyclohexanone-inducible (WO 93/21334) promoter, inter alia, can 
be used. 

25 

Further particularly preferred promoters are those which ensure 
expression in tissues or parts of plants in which the bio- 
synthesis of tocopherol or its precursors takes place. Particular 
mention should be made of promoters which ensure leaf -specif ic 
30 expression. Mention should be made of the promoter of cytosolic 
FBPase from potato or the ST-LSI promoter from potato (Stockhaus 
et al., EMBO J. 8 (1989) 2445 - 245). 

An expression cassette is produced by fusing a suitable promoter 
35 to a suitable DOXS or GGPPOR DNA sequence and, preferably, to a 
DNA which is inserted between promoter and DOXS or GGPPOR DNA 
sequence and which codes for a chloroplast-specific transit 
peptide, and to a polyadenylation signal, by conventional 
recombination and cloning techniques as described, for example, 
40 in T. Maniatis, E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1989) and in T.J. Silhavy, M.L. Berman and L.W. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) and in Ausubel, F.M. et 
45 al., Current Protocols in Molecular Biology, Gr ene Publishing 
Assoc. and Wiley-Interscience (1987). 
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It is also possible to use expression cassettes whose DNA 
sequence codes for a DOXS or GGPPOR fusion protein, where part of 
the fusion protein is a transit peptide which controls 
translocation of the polypeptide. Transit peptides specific for 
5 chloroplasts are particularly preferred, and these are eliminated 
enzymatically from the DOXS or GGPPOR part after translocation of 
the DOXS or GGPPOR gene into the chloroplasts. The particularly 
preferred transit peptide is derived from the plastidic 
transketolase (TK) or a functional equivalent of this transit 
10 peptide (e.g. the transit peptide of the small subunit of rubisco 
or ferredoxin-NADP oxidoreductase ) . 

The fused expression cassette coding for a DOXS gene or a GGPPOR 
gene is preferably cloned into a vector, for example pBin!9, 
15 which is suitable for transforming Agrobacterium tumef aciens . 

The invention further relates to the use of an expression 
cassette comprising DNA sequences SEQ ID No. 1 or SEQ-ID No. 3 
and SEQ ID No. 7 or DNA sequences hybridizing with the latter for 
20 the transformation of plants or cells, tissues or parts of 
plants. The preferred aim of the use is to increase the 
tocopherol, vitamin K, chlorophyll and carotenoid contents of the 
plant, 

25 It is moreover possible, depending on the choice of the promoter, 
for expression to take place specifically in the leaves, in the 
seeds or other parts of the plant. The present invention further 
relates to such transgenic plants, propagation material thereof 
and cells, tissues or parts of these plants. 

30 

The invention additionally relates to transgenic plants 
transformed with an expression cassette comprising the sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 7 or DNA sequences 
hybridizing with the latter, and transgenic cells, tissues, parts 

35 and propagation material of such plants. Particular preference is 
given in this connection to transgenic crop plants such as, for 
example, barley, wheat, rye, corn, oats, soybean, rice, cotton, 
sugarbeet, canola, sunflower, flax, hemp, potato, tobacco, 
tomato, oilseed rape, alfalfa, lettuce and the various tree, nut 

40 and vine species. 

The invention further relates to: 

— Proc ss for transforming a plant, which comprises intr ducing 
45 expression cassett s comprising a DNA s quence SEQ ID No. 1 

or a DNA sequence SEQ ID No. 3 and a SEQ ID No. 7 or DNA 
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sequences hybridizing with the latter into a plant cell, into 
callus tissue, a whole plant or protoplasts of plants, 

— Use of the DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ 
5 id No. 7 or DNA sequences hybridizing with the latter to 
produce plants with increased tocopherol, vitamin K, 
chlorophyll and/or carotenoid contents by expression of a 
DOXS and a GGPPOR DNA sequence in plants. 

10 The object have also been achieved by overexpression of a 
1-deoxy-D-xylulose— 5-phosphate synthase (DOXS) gene, a 
p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) gene and a 
geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) gene in the 
plants, see Figure 1. 

15 

In order to increase the metabolite flux from primary metabolism 
into isoprenoid metabolism, the production of IPP as general 
starting substrate for all plastidic isoprenoids was increased. 
For this purpose, the DOXS activity was increased by 
20 overexpression of the DOXS from E. coli in transgenic tobacco and 
oilseed rape plants. This can also be achieved by expressing 
homologous or other heterologous DOXS genes * such as, for 
example, a DNA sequence SEQ ID No. 1. 

25 The D-l-deoxy-xylulose 5-phosphate which is now available in 
increased quantities is converted further in the direction of 
geranylgeranyl pyrophosphate. 

In order to convert the GGPP which is now available in increased 
30 quantities in the direction of tocopherols and carotenoids, in a 
further step essential to the invention in addition the activity 
of the enzyme geranylgeranyl pyrophosphate oxidoreductase is 
increased by overexpression of a corresponding homologous or 
heterologous gene. This measure achieves an increased production 
35 of phytyl pyrophosphate through increased conversion of 
geranylgeranyl pyrophosphate into phytyl pyrophosphate. 

This done, for example, by enhanced expression of the GGPPOR gene 
from Arabidopsis thaliana (SEQ ID No. 7) in transgenic plants. In 
40 order to ensure plastidic localization, a transit signal sequence 
is put in front of the Arabidopsis GGPPOR. Also suitable as 
expression cassette is a DNA sequence coding for a GGPPOR gene 
which hybridizes with SEQ ID No. 7 and which is derived from 
other organisms or from other plants. 

45 
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Example 15 describes the cloning of the GGPPOR g ne from 
Arabidopsis thai i ana. 

In order to convert the PPP which is now available in increased 
5 quantities in the direction of tocopherol and carotenoids, in a 
further step essential to the invention in addition the activity 
of the enzyme p-hydroxylphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) is 
increased by overexpression of a corresponding homologous or 
heterologous gene. This measure achieves increased production of 
10 homogentisic acid by increased conversion of 
hydroxyphenylpyruvate into homogentisic acid, 

cDNAs coding for this enzyme have been described from various 
organisms such as, for example, from microorganisms, from plants 
15 and from humans. 

Example 10 describes the cloning of the HPPD gene from 
Streptomyces avermitilis (Denoya et al., J. Bacteriol. 176(1994), 
5312-5319; SEQ ID No. 5). In order to ensure a plastidic 
20 localization, a transit signal sequence is put in front of the 
Streptomyces HPPD. Also suitable as expression cassette is a DNA 
sequence which codes for an HPPD gene which hybridizes with SEQ 
ID No. 5 and is derived from other organisms or from plants. 

25 The increase in the plastidic D-l-deoxy-xylulose 5-phosphate, the 
phytyl pyrophosphate and the homogentisic acid production leads 
to increased production of all plastidic isoprenoids. The 
increased provision of these precursors ensures that sufficient 
substrate is available for the production of tocopherols, 

30 chlorophylls, vitamin K and phylloquinones in the plastids. 

The transgenic plants according to the invention are produced by 
transforming the plants with a construct containing the D0XS, the 
HPPD gene and the GGPPOR gene (Example 17). Tobacco and oilseed 
35 rape were employed as model plants for producing tocopherols, 
vitamin K, chlorophylls and carotenoids. 

The invention relates to the use of the DNA sequences SEQ ID No. 
1 or SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5 and SEQ-ID No. 7, which code for 

40 a DOXS, an HPPD and a GGPPOR or functional equivalents thereof to 
produce a plant with increased tocopherol, vitamin K, chlorophyll 
and/or carotenoid contents. The nucleic acid sequences may in 
these cases be, for example, DNA or cDNA sequences. Coding 
sequences suitable for insertion into an expression cassette are, 

45 for exampl , thos coding for a DOXS, an HPPD and a GGPPOR and 
conferring on the host the ability to overproduce tocopherol. 
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The expression cassettes additionally comprise regulatory nucleic 
acid sequences which control the expression of the coding 
sequence in th host cell. In a preferred embodiment, an 
expression cassette comprises upstream, i.e. at the 5' end of the 
5 coding sequence, a promoter and downstream, i.e. at the 3' end, a 
polyadenylation signal and, where appropriate, further regulatory 
elements which are operatively linked to the coding sequence for 
the DOXS, the HPPD or the GGPPOR gene located in between. 
Operative linkage means sequential arrangement of promoter, 

10 coding sequence, terminator and, where appropriate, further 
regulatory elements in such a way that each of the regulatory 
elements can properly carry out its function in the expression of 
the coding sequence. The sequences which are preferred for the 
operative linkage, but are not restricted thereto, are targeting 

15 sequences to ensure subcellular localization in the apoplast, in 
the vacuole, in plastids, in the mitochondrion, in the 
endoplasmic reticulum (£R), in the cell nucleus, in elaioplasts 
or other compartments and translation enhancers such as the 5' 
leader sequence from tobacco mosaic virus (Gallie et al., Nucl. 

20 Acids Res. 15 (1987), 8693-8711). 

For example, the plant expression cassette can be incorporated 
into the tobacco transformation vector pBinAR-Hyg. Fig. 2 shows 
the tobacco transformation vectors pBinAR-Hyg with the 35S 
25 promoter (A) and pBinAR— Hyg with the seed-specific promoter 
phaseolin 796 (B): 

— HPT: hygromycin phosphotransferase 

— OCS: octopine synthase terminator 
30 — PNOS: nopaline synthase promoter 

— also drawn in are those restriction cleavage sites which cut 
the vector only once. 

Suitable promoters for the expression cassette are in principle 
35 all promoters able to control expression of foreign genes in 
plants. Preferably used is, in particular, a plant promoter or a 
promoter derived from a plant virus. The CaMV 35S promoter from 
cauliflower mosaic virus (Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294) 
is particularly preferred. This promoter contains, as is known, 
40 different recognition sequences for transcriptional effectors 
which, in their totality, lead to permanent and constitutive 
expression of the inserted gene (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 
2195-2202). 

45 The expression cassette may also contain a chemically inducible 
promoter by which expression of the exogenous DOXS, HPPD and 
GGPOR gene in th plant can be controlled at a particular time. 
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Promoters of this type, such as the PRP1 promoter (Ward et al.. 
Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 361-366)/ a promoter inducible by 
salicylic acid (WO 95/19443), a benzenesulfonamide-inducible 
(EP^A 388186), a tetracycline-inducible (Gatz et al., (1992) 
5 Plant J. 2, 397-404), an abscisic acid-inducible (EP-A 335528) 
and an ethanol- or eye lohexanone- inducible (WO 93/21334) 
promoter, inter alia, can be used. 

Further particularly preferred promoters are those which ensure 
10 expression in tissues or parts of plants in which the bio- 
synthesis of tocopherol or its precursors takes place. Particular 
mention should be made of promoters which ensure leaf-specific 
expression. Mention should be made of the promoter of cytosolic 
FBPase from potato or the ST-LSI promoter from potato (Stockhaus 
15 et al., EMBO J. 8 (1989) 2445 - 245). 

An expression cassette is produced by fusing a suitable promoter 
to a suitable D0XS, HPPD and GGPPOR DNA sequence and, preferably, 
to a DNA which is inserted between promoter and DOXS, HPPD and 

20 GGPOR DNA sequence and which codes for a chloroplast-specif ic 

transit peptide, and to a polyadenylation signal, by conventional 
recombination and cloning techniques as described, for example, 
in T. Maniatis, E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 

25 Harbor, NY (1989) and in T.J. Silhavy, M.L. Berman and L.W. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) and in Ausubel, F.M. et 
al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley-Interscience (1987). 

30 

It is also possible to use expression cassettes whose DNA 
sequence codes for a DOXS, HPPD and GGPOR fusion protein, where 
part of the fusion protein is a transit peptide which controls 
translocation of the polypeptide. Transit peptides specific for 

35 chloroplasts are particularly preferred, and these are eliminated 
enzymatically from the DOXS, HPPD and GGPPOR part after 
translocation of the DOXS, HPPD and GGPOR gene into the 
chloroplasts. The particularly preferred transit peptide is 
derived from the plastidic transketolase (TX) or a functional 

40 equivalent of this transit peptide (e.g. the transit peptide of 
the small subunit of rubisco or ferredoxin-NADP oxidoreductase) • 

The fused expression cassette coding for a DOXS gene, an HPPD 
gene or a GGPPOR gene is preferably cloned into a vector, for 
45 example pBinl9, which is suitable for transforming Agrobacterium 
tumefaciens. 
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The invention further relat s to the use of an expression 
cassette comprising DNA sequences SEQ ID No. 1 or SEQ-ID No. 3, 
SEQ ID No. 5 and SEQ ID No. 7 or DNA sequences hybridizing with 
the latter for the transformation of plants or cells, tissues or 
5 parts of plants. The preferred aim of the use is to increase the 
tocopherol, vitamin K, chlorophyll and carotenoid contents of the 
plant. 

It is moreover possible, depending on the choice of the promoter, 
10 for expression to take place specifically in the leaves, in the 
seeds or other parts of the plant. The present invention further 
relates to such transgenic plants, propagation material thereof 
and cells, tissues or parts of these plants. 

15 The invention additionally relates to transgenic plants 

transformed with an expression cassette comprising the sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5 and SEQ ID No. 7 or 
DNA sequences hybridizing with the latter, and transgenic cells, 
tissues, parts and propagation material of such plants. 

20 Particular preference is given in this connection to transgenic 
crop plants such as, for example, barley, wheat, rye, corn, oats, 
soybean, rice, cotton, sugarbeet, canola, sunflower, flax, hemp, 
potato, tobacco, tomato, oilseed rape, alfalfa, lettuce and the 
various tree, nut and vine species. 

25 

The invention further relates to: 

— Processes for transforming a plant, which comprises 

introducing expression cassettes comprising a DNA sequence 
30 SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3, a DNA sequence SEQ ID No. 5 and 
a DNA sequence SEQ ID No. 7 or DNA sequences hybridizing with 
the latter into a plant cell, into callus tissue, a whole 
plant or protoplasts of plants, 

35 - Use of the DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3, SEQ ID 
No. 5 and SEQ ID No. 7 or DNA sequences hybridizing with the 
latter to produce plants with increased tocopherol, vitamin 
K, chlorophyll and/or carotenoid contents by expression of a 
DOXS, an HPPD and an GGPPOR DNA sequence in plants. 

40 

It was therefore an additional object of the present invention to 
develop a test system for identifying DOXS inhibitors. 



45 
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This object has been achieved by expressing a DOXS gene from 
Arabidopsis or E. coli, or DNA sequences hybridizing therewith, 
and subsequently testing chemicals for inhibition of the DOXS 
enzyme activity • 

5 

The transgenic plants are produced by transforming the plants 
with a construct containing the DOXS gene. Arabidopsis and 
oilseed rape were employed as model plants for the production of 
tocopherols, vitamin K, chlorophylls and carotenoids. 

10 

Cloning of the complete DOXS gene from Arabidopsis takes place by 
isolating the cDNA (SEQ ID No* 1) specific for the DOXS gene. 

The invention relates to the use of the DNA sequence SEQ ID No. 1 
15 or SEQ ID No. 3 which codes for a DOXS or functional equivalent 
thereof for producing a plant with increased tocopherol, vitamin 
K, chlorophyll and/or carotenoid content. The nucleic acid 
sequence can moreover be, for example, a DNA or cDNA sequence. 
Examples of coding sequences suitable for insertion into an 
20 expression cassette are those which code for a DOXS and which 
confer on. the host the ability to overproduce tocopherol. 

The expression cassettes additionally comprise regulatory nucleic 
acid sequences which control the expression of the coding 

25 sequence in the host cell. In a preferred embodiment, an 

expression cassette comprises a promoter upstream, i.e. at the 5' 
end of the coding sequence, and a polyadenylation signal 
downstream, i.e. at the 3' end, and, where appropriate, further 
regulatory elements which are operatively linked to the coding 

30 sequence for the DOXS gene located in between. Operative linkage 
means sequential arrangement of promoter, coding sequence, 
terminator and, where appropriate, further regulatory elements in 
such a way that each of the regulatory elements can properly 
carry out its function in the expression of the coding sequence. 

35 The sequences which are preferred for the operative linkage, but 
are not restricted thereto, are targeting sequences to ensure 
subcellular localization in the apoplast, in the vacuole, in 
plastids, in the mitochondrion, in the endoplasmic reticulum 
(ER), in the cell nucleus, in elaioplasts or other compartments 

40 and' translation enhancers such as the 5 r leader sequence from 
tobacco mosaic virus (Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 (1987) 
8693 - 8711). 

For example, the plant expression cassette can be incorporated 
45 into the tobacco transformation vector pBinAR-Hyg. Fig. [lacuna J 
shows the tobacco transformation vectors pBinAR-Hyg with th 35S 
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promoter (A) and pBinAR-Hyg with the seed-specific promoter 
phaseolin 796 (B): 

— HPT: hygromycin phosphotransferase 
5 — OCS: octopine synthase terminator 

— PNOS: nopaline synthase promoter 

— also drawn in are those restriction cleavage sites which cut 
the vector only once. 

10 Suitable promoters for the expression cassette are in principle 
all promoters able to control expression of foreign genes in 
plants. Preferably used is, in particular, a plant promoter or a 
promoter derived from a plant virus. The CaMV 35S promoter from 
cauliflower mosaic virus (Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294) 

15 is particularly preferred. This promoter contains, as is known, 
different recognition sequences for transcriptional effectors 
which, in their totality, lead to permanent and constitutive 
expression of the inserted gene (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 
2195-2202). 

20 

The expression cassette may also contain a chemically inducible 
promoter by which expression of the exogenous DOXS gene in the 
plant can be controlled at a particular time. Promoters of this 
type, such as the PRP1 promoter (Ward et al., Plant. Mol. Biol. 

25 22 (1993), 361-366), a promoter inducible by salicylic acid 
(WO 95/19443), a benzenesulfonamide-inducible (EP-A 388186), a 
tetracycline-inducible (Gatz et al., (1992) Plant J. 2, 397-404), 
an abscisic acid-inducible (EP— A 335528) and an ethanol- or 
cyclohexanone-inducible (WO 93/21334) promoter, inter alia, can 

30 be used. 

Further particularly preferred promoters are those which ensure 
expression in tissues or parts of plants in which the bio- 
synthesis of tocopherol or its precursors takes place. Particular 
35 mention should be made of promoters which ensure leaf-specific 
expression. Mention should be made of the promoter of cytosolic 
FBPase from potato or the ST-LSI promoter from potato (Stockhaus 
et al., EMBO J. 8 (1989) 2445 - 245). 

40 It has been possible with the aid of a seed-specific promoter to 
express a foreign protein stably up to a content of 0.67% of the 
total soluble seed protein in the seeds of transgenic tobacco 
plants (Fiedler and Conrad, Bio /Technology 10 (1995), 1090-1094). 
The expression cassette can therefore contain, for exampl , a 

45 seed-specific promoter (preferably the phaseolin promoter 
(US 5504200), the USP (Bauml in, H. et al. Mol. Gen. Genet. 
(1991) 225 (3), 459 - 467) or LEB4 promoter (Fiedler and Conrad, 
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1995)), the LEB4 signal peptide, the gene to.be expressed, and an 
ER retention signal. The construction of a cassette of this type 
is depicted diagrammatically by way of example in Figure 2, 

5 An expression cassette is produced by fusing a suitable promoter 
to a suitable D0XS DNA sequence and, preferably, to a DNA which 
is inserted between promoter and DOXS DNA sequence and which 
codes for a chloroplast-specif ic transit peptide, and to a 
polyadenylation signal, by conventional recombination and cloning 

10 techniques as described, for example, in T. Maniatis, 

E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) and in T.J. Silhavy, M.L. Berman and L.W. Enquist, 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 

15 Cold Spring Harbor, NY (1984) and in Ausubel, F.M. et al., 

Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley-Interscience (1987). 

Particularly preferred sequences are those which ensure targeting 
20 in the apoplast, in plastids, in the vacuole, in the 

mitochondrion, in the endoplasmic reticulum (ER) or, due to 

absence of appropriate operative sequences, ensure retention in 

the compartment of production, the cytosol (Kermode, Crit. Rev. 

Plant Sci. 15, 4 (1996), 285 - 423). Localization in the ER has 
25 proved particularly beneficial for the amount of protein 

accumulated in transgenic plants (Schouten et al., Plant Mol. 

Biol. 30 (1996), 781 - 792). 

It is also possible to use expression cassettes whose DNA 
30 sequence codes for a DOXS fusion protein, where part of the 

fusion protein is a transit peptide which controls translocation 
of the polypeptide. Transit peptides specific for chloroplasts 
are particularly preferred, and these are eliminated enzymati- 
cally from the DOXS part after translocation of the DOXS gene 
35 into the chloroplasts. The particularly preferred transit peptide 
is derived from the plastidic transketolase (TK) or a functional 
equivalent of this transit peptide (e.g. the transit peptide of 
the small subunit of rubisco or f erredoxin-NADP oxidoreductase ) . 

40 The inserted nucleotide sequence coding for a DOXS can be 
prepared by synthesis or be obtained naturally or comprise a 
mixture of synthetic and natural DNA constituents, and may 
consist of different heterologous DOXS gene sections from 
different organisms. In general, synthetic nucleotide sequences 

45 are produced with codons preferred by plants. These codons 
preferred by plants can be identified from codons with the 
highest protein frequency which are expressed in most plant 
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species of interest. For preparing an expression cassette it is 
possible to manipulate various DNA fragments in order to obtain a 
nucleotide sequence which expediently reads in th corr ct 
direction and is equipped with a correct reading frame. Adapters 
5 or linkers can be attached to the fragments for connecting the 
DNA fragments to one another. 

It is possible and expedient for the promoter and terminator 
regions to be provided in the direction of transcription with a 

10 linker or poly linker which contains one or more restriction sites 
for inserting this sequence. As a rule, the linker has 1 to 10, 
usually 1 to 8, preferably 2 to 6, restriction sites. The linker 
generally has a size of less than 100 bp, frequently less than 
60 bp, but at least 5 bp, inside the regulatory regions. The 

15 promoter may be both native or homologous and foreign or 

heterologous to the host plant. The expression cassette comprises 
in the 5 '-3' direction of transcription the promoter, a DNA 
sequence which codes for a DOXS gene, and a region for 
termination of transcription. Various termination regions are 

20 interchangeable as desired. 

It is furthermore possible to employ manipulations which provide 
appropriate restriction cleavage sites or delete the redundant 
DNA or restriction cleavage sites. It is possible in relation to 

25 insertions, deletions or substitutions, e.g. transitions and 
trans vers ions, to use in vitro mutagenesis, primer repair, 
restriction or ligation. It is possible with suitable mani- 
pulations, e.g. restriction, chewing back or filling in overhangs 
for blunt ends, to provide complementary ends of the fragments 

30 for ligation. 

It may be important for success according to the invention inter 
alia to attach the specific ER retention signal SEKDEL (Schouten, 
A. et al. Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781 - 792), whereby the 
35 average level of expression is tripled or quadrupled. It is also 
possible to employ other retention signals which naturally occur 
with plant and animal proteins which are localized within the ER 
for constructing the cassette. 

40 Preferred polyadenylation signals are plant polyadenylation 
signals, preferably those which essentially correspond to T-DNA 
polyadenylation signals from Agrobacteriu/n tumefaciens, 
especially of gene 3 of the T-DNA (octopine synthase) of the Ti 
plasmid pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984) 835 ff) or 

45 functional equival nts. 
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An expression cassette may comprise, for example, a constitutiv 
promoter (preferably the CaMV 35 S promoter), the LeB4 signal 
peptide, the gene to be expressed, and the ER retention signal. 
The ER retention signal preferably used is the amino acid 
5 sequence KDEL (lysine, aspartic acid, glutamic acid, leucine) . 

The fused expression cassette which codes for a DOXS gene is 
preferably cloned into a vector, for example pBinl9, which is 
suitable for transforming Agrobacterium tumefaciens. Agrobacteria 

10 transformed with such a vector can then be used in a known manner 
for transforming plants, in particular crop plants, e.g. tobacco 
plants, by, for example, bathing wounded leaves or pieces of leaf 
in a solution of agrobacteria and then cultivating in suitable 
media. The transformation of plants by agrobacteria is dislosed 

15 inter alia by F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher 
Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and 
Utilization, edited by S.D. Kung and R. Wu, Academic Press, 1993, 
pp. 15-38. Transgenic plants containing a gene, integrated in the 
expression cassette, for expression of a DOXS gene can be 

20 regenerated in a known manner from the transformed cells of the 
wounded leaves or pieces of leaf. 

For transformation of a host plant with a DNA coding for a DOXS, 
an expression cassette is incorporated as insertion into a 
25 recombinant vector whose vector DNA comprises additional 
functional regulatory signals, for example sequences for 
replication or integration* Suitable vectors are described inter 
alia in "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" 
(CRC Press), Chap. 6/7, pp. 71-119 (1993). 

30 

It is possible by using the recombination and cloning techniques 
cited above to clone the expression cassettes into suitable 
vectors which make their replication possible, for example in E. 
coli. Suitable cloning vectors are, inter alia, pBR332, pUC 
35 series, M13mp series and pACYC184. Binary vectors able to 

replicate both in E. coli and in agrobacteria are particularly 
suitable. 

The invention further relates to the use of an expression 
40 cassette comprising a DNA sequence SEQ No. 1 or SEQ ID No. 3; SEQ 
ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5; SEQ ID No. 1 or SEQ-ID 
No. 3 and SEQ-ID No. 7 or a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID 
No. 3 and SEQ ID No. 5 and SEQ ID No. 7, or DNA sequences 
hybridizing with the latter for transf rming plants, or cells, 
45 tissues or parts of plants. The aim of the use is preferably to 
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increase the tocopherol, vitamin K, chlorophyll and carot n id 
contents of the plant. 

It is moreover possible, depending on the choice of the promoter, 
5 for expression to take place specifically in the leaves, in the 
seeds, or other parts of the plant. The present invention further 
relates to such transgenic plants, to propagation material 
thereof and to cells, tissues or parts of the plants. 

10 The expression cassette can in addition be employed for 

transforming bacteria, cyanobacteria, yeasts, filamentous fungi 
and algae with the aim of increasing tocopherol, vitamin K, 
chlorophyll and/or carotenoid production. 

15 The transfer of foreign genes into the genome of a plant is 

referred to as transformation. In this connection, the described 
methods for transforming and regenerating plants from plant 
tissues or plant cells are utilized for transient or stable 
transformation. Suitable methods are protoplast transformation by 

20 polyethylene glycol -induced DNA uptake, the biolistic method 
using the gene gun - called the particle bombardment method, 
electroporation, incubation of dry embryos in DNA-containing 
solution, microinjection and gene transfer mediated by 
Agrobacterium . Said processes are described, for example, in 

25 B. Jenes et al.. Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, edited by S.D. Kung 
and R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 and in Potrykus Annu. 
Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205-225). The 
construct to be expressed is preferably cloned into a vector 

30 which is suitable for transforming Agrobacteriujn tumefaciens, for 
example pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). 

Agrobacteria transformed with an expression cassette can likewise 
be used in a known manner for transforming plants, in particular 

35 crop plants such as cereals, corn, oats, soybean, rice, cotton, 
sugarbeet, canola, sunflower, flax, hemp, potato, tobacco, 
tomato, oilseed rape, alfalfa, lettuce and the various tree, nut 
and vine species, e.g. by bathing wounded leaves or pieces of 
leaf in a solution of agrobacteria and subsequently cultivating 

40 in suitable media. 

Functionally equivalent sequences which code for a DOXS gene are 
sequences which, despite differing in nucleotide sequence, still 
have the required functions. Functional equivalents thus comprise 
45 naturally occurring variants of the sequenc s describ d herein, 
and artificial artificial nucle tide sequences obtained, for 
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example, by chemical synthesis and adapted to the codon usage of 
a plant. 

A functional equivalent also means in particular natural or 
5 artificial mutations of an originally isolated sequence coding 
for a DOXS, which still show the required funtion. Mutations 
comprise substitutions, additions, deletions, transpositions or 
insertions of one or more nucleotide residues. Thus, the present 
invention also includes, for example, nucleotide sequences which 
10 are obtained by modifying the DOXS nucleotide sequence. The aim 
of such a modification may be, for example, to localize further 
the coding sequence present therein or else, for example, to 
insert further restriction enzyme cleavage sites. 

15 Functional equivalents are also variants whose function is 
attenuated or enhanced by comparison with the initial gene or 
gene fragment. 

Artificial DNA sequences are also suitable as long as they 
20 confer, as described above, the required property, for example of 
increasing the tocopherol content in the plant by overexpression 
of the DOXS gene in crop plants. Such artificial DNA sequences 
can be identified, for example, by back-translation of proteins 
which have been constructed by molecular modelling and have DOXS 
25 activity, or by in vitro selection. Particularly suitable coding 
DNA sequences are those which have been obtained by back- 
translation of a polypeptide sequence in accordance with the 
codon usage specific for the host plant. The specific codon usage 
can easily be established by a skilled worker familiar with plant 
30 genetic methods through computer analyses of other, known genes 
in the plant to be transformed. 

Further suitable equivalent nucleic acid sequences which should 
be mentioned are sequences which code for fusion proteins, in 

35 which case a plant DOXS polypeptide or a functionally equivalent 
part thereof is a constituent of the fusion protein. The second 
part of the fusion protein can be, for example, another poly- 
peptide with enzymatic activity, or an antigenic polypeptide 
sequence with whose aid it is possible to detect DOXS expression 

40 (e.g. myc tag or his tag). However, this is preferably a 

regulatory protein sequence, e.g. a signal or transit peptide 
which guides the DOXS protein to the required site of action. 

However, the invention also r lates to the expression products 
45 generated according to the invention, and to fusion proteins 
composed of a transit peptide and a polypeptide with DOXS 
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activity. 

incr asing the tocopherol, vitamin K r chlorophyll and/or 
carotenoid content means for the purpose of the present invention 
5 the artificially acquired capability of increased activity in the 
biosynthesis of these compounds through functional overexpression 
of the DOXS gene in the plant compared with the plant which has 
not been genetically modified, for the duration of at least one 
plant generation. 

10 

The site of tocopherol biosynthesis is generally the leaf tissue 
so that leaf -specif ic expression of the DOXS gene is sensible. 
However, it is obvious that tocopherol biosynthesis need not be 
confined to the leaf tissue, but may also take place 
15 tissue-specifically in all other parts of the plant - for example 
in oilbearing seeds. 

Constitutive expression of the exogenous DOXS gene is an 
additional advantage. However, on the other hand, inducible 
20 expression may also appear to be desirable. 

The effectiveness of expression of the transgenically expressed 
DOXS gene can be determined, for example, in vitro by shoot 
meristem propagation. In addition, an alteration in the nature 
25 and level of the expression of the DOXS gene and its effect on 
tocopherol biosynthesis activity can be tested in glasshouse 
experiments on test plants. 

The invention additionally relates to transgenic plants 
30 transformed with an expression cassette comprising the sequence 
SEQ ID No.l or SEQ ID No. 3; SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ 
No. 5; SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 7 or a DNA 
sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5 and SEQ ID 
No. 7, or DNA sequences hybridizing with the latter, and 
35 transgenic cells, tissues, parts and propagation material of such 
plants. Particularly preferred in this connection are transgenic 
crop plants such as, for example, barley, wheat, rye, corn, oats, 
soybean, rice, cotton, sugarbeet, canola, sunflower, flax, hemp, 
potato, tobacco, tomato, oilseed rape, alfalfa, lettuce and the 
40 various tree, nut and vine species. 

Plants for the purpose of the invention are mono- and 
dicotyledonous plants or algae. 

45 In order to be able to find efficient DOXS inhibitors, it is 
necessary to provide suitable test systems with which inhibitor/ 
enzyme binding studies can be carried out. For this purpose, for 
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example, the complete cDNA sequence of DOXS from Arabidopsis is 
cloned into an expression vector (pQE, Qiagen) and overexpressed 
in E. coli* 

5 The DOXS protein expressed using the expression cassette is 
particularly suitable for finding inhibitors specific for DOXS. 

For this purpose, DOXS can be employed, for example, in an enzyme 
assay in which the activity of DOXS is determined in the presence 

10 and absence of the active substance to be tested. Comparison of 
the two activity determinations allows qualitative and 
quantitative information to be obtained about the inhibitory 
behavior of the active substance to be tested. Methods for DOXS 
activity determination are described { Putra et . al . , Tetrahedron 

15 Letters 39 (1998), 23-26; Sprenger et al., PNAS 94 (1997), 
12857-12862) . 

The test system according to the invention can be used to examine 
rapidly and simply a large number of chemical compounds for 
20 inhibitory properties. The method allows reproducible selection, 
from a large number of substances, specifically of those with 
high activity in order subsequently to carry out with these 
substances further, more intensive tests familiar to the skilled 
worker . 

25 

It is possible in principle by overexpression of the gene 
sequence SEQ ID NO: 1 or SEQ ID MO: 3 coding for a DOXS in a 
plant to achieve increased resistance to DOXS inhibitors. The 
invention likewise relates to transgenic plants produced in this 
30 way. 

The invention further relates to: 

— A process for transforming a plant, which comprises 

35 introducing an expression cassette comprising a DNA sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 or a DNA sequence hybridizing 
with the latter into a plant cell, into callus tissue, a 
whole plant or protoplasts of plants. 

40 — The use of a plant for producing plant DOXS. 

— The use of the expression cassette comprising a DNA sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID NO. 3 or a DNA sequence hybridizing 
with the latter for producing plants with increased 

45 resistance to DOXS inhibitors by enhanced expression of a DNA 
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sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID NO. 3 or a DNA sequence 
hybridizing with the latt r. 

- The use of the DNA sequence SEQ ID Ho. 1 or SEQ ID NO. 3 or 
5 of a DNA sequence hybridizing with the latter for producing 
plants with increased tocopherol, vitamin K r chlorophyll 
and/or carotenoid content by expression of a D0XS DNA 
sequence in plants. 

10 — The use of the expression cassette comprising a DNA sequence 
SEQ ID No. 1 or SEQ ID NO: 3 or a DNA sequence hybridizing 
with the latter for producing a test system for identifying 
DOXS inhibitors. 

15 The invention is illustrated by the examples which now follow, 
but is not confined to these: 

General cloning methods 

20 The cloning steps carried out for the purpose of the present 
invention, such as restriction cleavages, agarose gel electro- 
phoresis, purification of DNA fragments, transfer of nucleic 
acids to nitrocellulose and nylon membranes, linkage of DNA 
fragments, transformation of E. coli cells, cultivation of 

25 bacteria, replication of phages and recombinant DNA sequence 
analysis were carried out as described in Sambrook et al« (1989) 
Cold Spring Harbor Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6). 

The bacterial strains (£. coli, XL- I Blue) used below were 
30 purchased from Stratagene. The agrobacterium strain used for 
plant transformation (Agrobacteriujn tumefaciens, C58C1 with the 
plasiaid pGV2260 or pGV3850kann) has been described by Deblaere et 
al. in (Nucl. Acids Res. 13 (1985) 4777). Alternative 
possibilities are also to employ the agrobacterium strain LBA4404 
35 (Clontech) or other suitable strains. Vectors which can be used 
for cloning are pUC19 (Yanish -Perron, Gene 33 (1985), 103-119) 
pBluescript SK- (Stratagene), pGEM-T (Pr omega), pZerO 
(Invitrogen) , pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984), 
8711-8720) and pBinAR (Hofgen and Willmitzer, Plant Science 66 
40 (1990), 221-230). 

Recombinant DNA sequence analysis 

Recombinant DNA molecul s were sequenced using a Licor laser 
45 fluorescence DNA sequencer (marketed by MWG Biotech, Ebersbach) 
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using the Sanger method (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 74 (1977), 5463-5467). 

Example 1 

5 

Production of the Arabidopsis thaliana D0XS transformation 
constructs 

The Arabidopsis thaliana DOXS gene was cloned as described in 
10 Mandel et al. (1996) as complete cDNA into the vector pBluescript 
KS- (Stratagene) . 

To produce overexpression constructs, a 2.3 kb fragment 
(designated F-23-C) was isolated via the pBluescript KS- Hincll 

15 (blunt-end) and Sacl cleavage sites. This sequence contains the 
complete DOXS cDNA from the ATG start codon to the EcoRlI 
cleavage site located 80 bp downstream of the stop codon. This 
fragment was cloned via the Smal (blunt-end) and Sacl cleavage 
sites into the pBIN19 vector (Figure 3) (Bevan et al., (1980) 

20 which contains the 35S promoter of cauliflower mosaic virus 

(Franck et al., Cell 21(1), 285-294 (1980)) arranged three times 
in sequence. 

To produce antisense constructs/ a region of the 3 P end of the 
25 cDNA (called F-23-C antisense) was cloned into the abovementioned 
PBIN19-3X35S vector. Part of the 5' region of the DOXS cDNA in 
pBluescript KS- was digested via Hincll and the DOXS-internal 
Bglll cleavage site, and the resulting fragment was removed. 
(Figure 4). The Bglll cleavage site was filled in by the Klenow 
30 fill-in reaction (Klenow polymerase; Roche; after reaction 
according to manufacturer's protocol) so that a blunt end was 
produced. The ends which were now compatible (Bglll blunt end and 
HinclII were ligated. The 3' region of the DOXS cDNA was then 
cloned via Kpnl and Xbal (both cleavage sites are located in the 
35 polylinker of pBluescript KS-5' and 3' of the DOXS cDNA) in 
antisense orientation into the pBINl9 vector described above in 
antisense orientation. 

Transformations of Arabidopsis thaliana plants with the 
40 constructs described above using Agrobacterium tumefaciens took 
place by the vacuum infiltration method (Bent et al., Science 265 
(1994), 1856-1860). Several independent trans formands were 
isolated for each construct. Each letter (see Table 1) denotes an 
independent transformed line.' Plants from the Tl generation 
45 obtained therefrom were examined for homo- or heterozygosity. 
Several plants from each line were cross d in ord r to carry out 
a segregation analysis. The number in Table 1 corresponds to the 
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individual plant selected for further analyses. Both homo- and 
heterozygous lines were obtained. The segregation analysis of the 
resulting lines is shown in Table 1 below: 

5 Table 1. Segregation analysis of the transgenic DOXS T2 plants 



10 



15 



20 



25 



LINES 


SEGREGATION 


A9 


75% 


A19 


100% 


Bll 


75% 


B4 


100% 


C2 


100% 


D3 


75% 


D17 


100% 


E9 


75% 


E14 


100% 


F9 


75% 


F14 


100% 



Example 2 

Isolation of genomic DNA of the bacterium Escherichia coli XL1 
Blue 



30 



35 



40 



45 



A culture of Escherichia coli XL1 Blue was grown in 300 ml of 
Luria broth medium at 37°C for 12 hours . The genomic DNA of the 
bacterium was isolated from this culture by first pelleting it at 
5 000 revolutions in a Sorvall RC50 fuge. The pellet was then 
resuspended in 1/30 of the volume of the original culture of 
lysis buffer (25 mM EDTA, 0.5% SDS? 50 mM Tris HCl r pH 8.0) . An 
equal volume of phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) was 
added and incubated at 70 degrees for 10 minutes. The aqueous 
phase was then separated from the phenolic in a Heraeus floor 
centrifuge at 3 500 rev for 15 minutes. The aqueous supernatant 
was mixed with 2.5 volumes of ethanol and 1/10 volume of 8 M 
lithium chloride, and the nucleic acids were precipitated at room 
temperature for 10 minutes. The pellet was then taken up in 
400 \xl of TE/RNAse and incubated at 37 degrees for 10 minutes. 
The solution was again shaken with one volume of phenol/ 
chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1), and the supernatant was 
precipitated with 2.5 volumes of ethanol and 1/10 volume of 8 M 
lithium chloride. The pellet was then washed with 80% ethanol and 
taken up in 400 \il of TE/RNAse. 
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Example 3 

Isolation of the DOXS from E. coli 

5 Oligonucleotides for a PGR were derived from the DOXS DNA 

sequence (Acc. Number AF035440), and a BamHI restriction cleavage 
site was attached to them at the 5 r end, and an Xbal or another 
BamHI restriction cleavage site was attached to them at the 3' 
end. The oligonucleotide at the 5' end comprises the sequence 
10 5 ' -ATGGATCCATGAGTTrr-GATArrGCCAAArAC-3 ' (nucleotides 1-24 of the 
DNA sequence? in italics) starting with the ATG start codon of 
the gene, and the oligonucleotide at the 3' end comprises the 
sequence 5 ' -&TTCTAG&TTATGCCAGCCAGGCCTTG-3 * or 

5 ' -ATGGATCCTTArGCCAGCCAGGCCrrG-3 ' (nucleotides 1845-1863 of the 
15 reverse complementary DNA sequence; in italics) starting with the 
stop codon of the gene. The PCR reaction with the two 
BamHI-containing oligonucleotides was carried out with Pfu 
polymerase (Stratagene GmbH, Heidelberg) in accordance with the 
manufacturer's information. 500 ng of the genomic DNA from E. 
20 coli were employed as template. The PCR program was as follows: 

5 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 52°C, 2 min 72 6 C; 
5 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 48°C, 2 min 72°C; 
25 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 44°C, 2 min 72°C 

25 

The fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script (Stratagene GmbH, 
Heidelberg) . The correctness of the sequence was established by 

30 sequencing. The fragment was BamHI isolated from the PCR-Script 
vector and ligated into a correspondingly cut Bin 19 vector which 
additionally contains the transit peptide of potato transketalase 
downstream of the CaMV 35S as promoter. The transit peptide 
ensures plastidic localization. The constructs are depicted in 

35 Figure 5 and 6, and the fragments have the following 
significance: 

Fragment A (529 bp) comprises the 35S promoter of cauliflower 
mosaic virus (nucleotides 6909 to 7437 of cauliflower mosaic 
40 virus). Fragment B (259 bp) comprises the transit peptide of 
transketolase . Fragment E comprises the DOXS gene. Fragment D 
(192 bp) comprises the polyadenylation signal of gene 3 of the 
T DNA of the Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) to 
terminate transcription. 
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The PCR reaction with the 5'-BamHI and 3 r -XbaI-containing 
oligonucleotides was carried out with Taq polymerase (Takara, 
Sosei Co.# Ltd.) in accordance with the manufacturer's 
information. 500 ng of the genomic DNA from E. coli were employed 
5 as template. The PCR program was as follows: 

5 cycles: 4 sec 94°C, 4 sec 50°C, 2 min 30°C 
5 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 46°C f 2 min 68°C 
25 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 42°C, 2 min 68°C 

10 

The fragment was purified using a Gene-Clean kit and ligated into 
the vector pGemT (Pr omega GmbH, Mannheim). It was cloned as 
BamHX/Xbal fragment into a correspondingly cut pBin!9AR vector 
downstream of the CaMV 35S promoter. The sequence was checked by 
15 sequencing (SEQ-ID No. 3). This revealed two non-conservative 
base exchanges which , compared with the published sequence, lead 
to a change in amino acid 152 (asparagine) to valine and amino 
acid 330 (cysteine) to tryptophan. 

20 Example 4 

Detection of increased amounts of DOXS RNA in transgenic plants 

Total RNA from 15-day old seedlings of various transgenic lines 
25 possessing the DOXS overexpression construct was extracted by the 
method of Logeman et al., Anal. Biochem. 163, 16-20 (1987), 
fractionated in a 1.2% agarose gel, transferred to filters and 
hybridized with a 2.1 kb long DOXS fragment as probe (Figure 7). 

30 Example 5 

Detection of increased amounts of DOXS protein in transgenic 
plants 

35 Total protein (Figure 8) from 15-day old seedlings of various 
independent transgenic plants possessing the DOXS overexpression 
construct was isolated and detected in a Western analysis using a 
polyclonal anti-DOXS antibody (IgG) (Figure 9). 

40 Example 6 

Measurement of the carotenoid and chlorophyll contents 

The total amounts of carotenoids and chlorophylls were determined 
45 as described by Lichtenthaler and wellburn (1983) using 100% 

acetone extracts. The results of the multiple measurements of th 
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transgenic lines possessing the DOXS overexpression construct are 
shown in Table 2 below* 

Table 2s Total carotenoid and chlorophyll contents of transgenic 
5 DOXS lines 



15 



LINE 


% TOTAL CHLOROPHYLLS 


% TOTAL CAROTENOIDS 


clal mutant 


5 


5 


wild type 


100 


100 


B-4 


86 


89 


B-ll 


84 


90 


C-2 


98 


107 


D-3 


128 


135 


D-17 


136 


149 


E-14 


121 


139 


F-7 


80 


90 


F-14 


85 


107 



Example 7 

Transformation of oilseed rape 

25 xhe production of transgenic oilseed rape plants is based on a 
protocol of Bade, JB and Damm, B (in Gene, Transfer to Plants, 
Potrykus, I. and Spangenberg, 6., eds, Springer Lab Manual, 
Springer Verlag, 1995, 30-38), in which the composition of the 
media used are also stated. The transformations took place with 

30 the agrobacterium strain LBA4404 (Clontech). The binary vectors 
used were the pBIN19 constructs with the complete DOXS cDNA 
already described above. The NOS terminator sequence in these 
pBIN vectors was replaced by the OCR terminator sequence. 
Brassica napus seeds were surface-sterilized with 70% (v/v) 

35 ethanol, washed in H2O at 55°C for 10 min, incubated in 1% 

strength hypochlorite solution (25% v/v Teepol, 0.1% v/v Twenn 
20) for 20 min and washed six times with sterile H 2 0 for 20 min 
each time. The seeds were dried on filter paper for three days 
and 10-15 seeds were induced to germinate in a glass flask with 

40 15 ml of germination medium. The roots and apices were removed 
from several seedlings (about 10 cm in size), and the remaining 
hypocotyls were cut into pieces about 6 mm long. The approx. 600 
explants obtained in this way sure washed with 50 ml of basal 
medium for 30 min and transferred into a 300 ml flask. After 

45 addition of 100 ml of callus induction medium, the cultures were 
incubated at 100 rpm for 24 h. 
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An overnight culture of the agrobacterium strain was set up in LB 
with kanamycin (20 mg/1) at 29°C, and 2 ml of this were incubated 
in 50 ml of LB without kanamycin at 29°C for 4 h until the OD600 
was 0.4-0.5. After pelleting of the culture at 2 000 rpm for 
5 25 min, the cell pellet was resuspended in 25 ml of basal medium. 
The concentration of the bacteria in the solution was adjusted to 
an OD600 of 0.3 by adding further basal medium. 

The callus induction medium was removed from the oilseed rape 

10 explants using sterile pipettes, 50 ml of agrobacterium solution 
were added and, after cautious mixing, incubated for 20 min. The 
agrobacteria suspension was removed, the oilseed rape explants 
were washed with 50 ml of callus induction medium for 1 min and 
then 100 ml of callus induction medium were added. The 

15 cocultivation was carried out on a rotary shaker at 100 rpm for 
24 h. The cocultivation was stopped by removing the callus 
induction medium, and the explants were washed twice for 1 min 
each time with 25 ml and twice for 60 min with 100 ml each time 
of washing medium at 100 rpm. The washing medium with the 

20 explants was transferred into 15 cm Petri dishes, and the medium 
was removed using sterile pipettes. For regeneration, in each 
case 20-30 explants were transferred into 90 mm Petri dishes 
which contained 25 ml of shoot- induction medium with kanamycin. 
The Petri dishes were sealed with 2 layers of Leukopor and 

25 incubated at 25°C and with 2000 lux in 16/8 H photoperiods . The 
calli which developed was transferred every 12 days to fresh 
Petri dishes with shoot-induction medium. All further steps for 
regenerating whole plants jwea?ej carried out as described by 
Bade, J.B. and Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. 

30 and Spangenberg, G.,eds, Springer Lab Manual, Springer Verlag, 
1995, 30-38). 

Example 8 

-35 Increasing tocopherol biosynthesis in oilseed rape 

The DOXS cDNA (SEQ-ID No. 1) was provided with a CaMV 35S 
promoter and over-expressed in oilseed rape using the 35S 
promoter. In parallel with this, the seed-specific promoter of 

40 the phaseolin gene was used in order specifically to increase the 
tocopherol content in the rapeseed. Oilseed rape plants 
transformed with the corresponding constructs were grown in a 
glasshouse. The a-tocopherol content of the whole plant and of 
the seeds of the plant was then determined. In all cases, the 

45 a-tocopherol concentration was increased by comparison with the 
untrans formed plant. 
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Example 9 

Detection of the expression of DOXS from E. coli in transgenic 
tobacco plants 

5 

Leaf disks with a diameter of 0.9 cm were taken from completely 
unfolded leaves of plants containing the construct pBinAR 
HPPD-DOXS, and were frozen in liquid nitrogen. The leaf material 
was homogenized in an HEPES-KOH buffer containing proteinase 

10 inhibitors, and the protein concentration was determined from the 
extract using the Bio-Rad protein assay in accordance with the 
manufacturer's information. 45 |ig of protein from each extract 
were mixed with one volume of loading buffer (Laemmli, 1970) and 
incubated at 95°C for 5 min. The proteins were then fractionated 

15 on a 12.5 percent SDS-PAGE gel. The proteins were then 
transferred by means of semi-dry electroblots to Porablot 
membrane (Machery und Nagel). Detection of the DOXS protein took 
place using a rabbit antibody against E. coli DOXS. The color 
reaction is based on the binding of a secondary antibody and of 

20 an alkaline phosphatase which converts NBT/BCIP into a dye. 
Secondary antibody and alkaline phosphatase were obtained from 
Pierce, and the procedure was in accordance with the 
manufacturer's information. 

25 Figure 10 shows the detection of the DOXS protein in leaves of 
transgenic plants. 1: marker; 2: plant 10; 3:62; 4: 63; 5: 69; 
7:71; 8:112; 9:113; 10:116; 11:WT1; 12:WT2; 13:100 ng of 
recombinant protein; 14:50 ng of recombinant protein; 15: 10 ng 
of recombinant protein. 

30 

Example 10 

Cloning of an HPPD gene from Streptomyces avermitilis U11864 

35 Isolation of genomic DNA of the bacterium Streptomyces 
avermitilis U11864: 

A culture of Streptomyces avermitilis U11864 was grown in 300 ml 
of YEME medium (5 g of malt extract, 2 g of yeast extract, 2 g of 

40 glucose) at 28°C for 96 h. The genomic DNA of the bacterium was 
isolated from this culture by pelleting it initially at 5000 rev 
in a Sorvall RC5C fuge. The pellet was then resuspended in 1/30 
of the volume of lysis buffer (25 xnM EDTA, 0.5% SDS, 50 mM 
Tris-HCl, pH 8.0), An equal volume of phenol/chlorof orm/isoamyl 

45 alcohol (25:24:1) was added and incubated at 70°C for 10 minutes. 
The aqueous phas was then separated from the ph nolic in a 
Heraeus floor centrifug at 3 500 rev for 15 minutes. The aqueous 
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supernatant was mixed with 2.5 volumes of thanol in 1/10 volume 
of 8 M lithium chloride, and the nucleic acids were precipitated 
at room temperature for 10 minutes. The pellet was then taken up 
in 400 fxl of TE/RNAse and incubated at 37 degrees for 10 minutes. 
5 The solution was again shaken with one volume of 

phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1), and the supernatant 
was precipitated with 2.5 volumes of ethanol and 1/10 volume of 
8 K lithium chloride. The pellet was then washed with 80% ethanol 
and taken up in 400 |xl of TE/RNAse. 

10 

Oligonucleotides were derived for a PCR from the DNA sequence of 
the HPPD from Streptomyces avermitilis (Denoya et al w 1944; Acc. 
Number U11864), and a BamHI restriction cleavage site was 
attached to the 5' end of them and an Xbal restriction cleavage 

15 site was attached at the 3' end of them. The oligonucleotide at 
the 5' end comprises the sequence 5 ' -GGATCCAGCGGACAAGCCAAC-3 ' 
(37 to 55 bases distant from the ATG in the 5' direction; in 
italics), and the oligonucleotide at the 3' end comprises the 
sequence 5 ' — TCTAGATrATGCCAGCCAGGCCTTG-3 ' (nucleotides 1845-1863 

20 of the reverse complementary DNA sequence; in italics). 

The PGR reaction was carried out with Pfu polymerase (Stratagene 
GmbH, Heidelberg) in accordance with the manufacturer's 
information. 400 ng of the genomic DNA was employed as pattern. 
25 The PCR program was as follows: 

5 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 54°C, 2 min 72°C 
5 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 52°C, 2 min 72°C 
25 cycles: 4 sec 94°C, 30 sec 50°C, 2 min 72°C 

30 

The fragment was purified by means of a Gene-Clean kit (Dianova 
GmbH, Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script (Stratagene GmbH, 
Heidelberg). The correctness of the sequence was checked by 
35 sequencing. This revealed-that the isolated gene codes for an 
additional amino acid. It contains the three bases TAG (coding 
for tyrosine) in front of nucleotide N429 in the quoted sequence 
(Denoya et al., 1994). 

40 The fragment was isolated by a BamHI and Xbal digestion from the 
vector and ligated into a correspondingly cut Binl9AR vector 
downstream of the CaMV 35S promoter for expression of the gene in 
the cytosol. The gene was isolated as BamHI fragment from the 
same PCR-Script vector and was ligated into a correspondingly cut 

45 pBinl9 vector which additionally comprises the transit peptide of 
the potato plastidic transketolase downstream of the CaMV 35S 
promoter. Th transit peptide ensures the plastidic localization. 
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The fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
Hilden) and cloned in accordance with the manufactur r r s 
information into the vector PCR-Script (Stratagene GmbH, 
Heidelberg) • The correctness of the sequence was checked by 
5 sequencing. It was cut as BamHI fragment out of the vector 
PCR-Script and ligated into a correspondingly cut pBinAR vector 
which additionally contains the transit peptide of transketolase 
for introducing the gene product into the plastids. The result 
was the plasmid pBinAR-TP -HPPD (Figure 12). 

10 

For the cloning, the 35S promoter, the transketolase transit 
peptide, the HPPD gene and the polyadenylation signal of gene 3 
of the T DNA of the Ti plasmid pTlACHS (Gielen et al. 1984) for 
termination of transcription was isolated from the plasmid 

15 pBinAR-TP-HPPD by PGR. A Hindlll cleavage site was attached in 
each case to the oligonucleotides for the promoter and the 
terminator. The sequence of the oligonucleotide which anneals 
onto the 5' region of the promoter (in italics) is 
5 ' -ATAAGCTTCATGGAGTCAAA-GATTCAAATAGA-3 * , and that of the 

20 oligonucleotide which anneals onto the termination sequence (in 
italics ) is 5' - ATAAGCTTGGACAA TCAGTAAA TTGAACGGAG-3 ' . The resulting 
fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script from Stratagene GmbH, 

25 Heidelberg. The correctness of the sequence was checked by 
sequencing. It was transferred as Hindlll fragment from this 
PCR-script vector into the correspondingly cut vector pBinl9 
(Bevan, 1984, Nucleic Acids Res. 12, 8711-8721). 

30 The 35S promoter, the transketolase transit peptide, the DOXS 

gene and the polyadenylation signal of gene 3 of the T DNA of the 
Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) for termination of 
transcription was isolated by PGR from the plasmid 
pBinAR-TP-DOXS . An EcoRI cleavage site was attached to each of 

35 the oligonucleotides for the promoter and terminator sequence. 
The sequence of the oligonucleotide which anneals onto the 
promoter (in italics) is 5 ' -ATGAATTCCATGGAGrCAAAGATTCAAATAGA-3 ' , 
and that of the oligonucleotide which anneals onto the terminator 
sequence (in italics) is 5 * -ATGAATTCGGACAATCAGTAAATTGAA-CGGAG-3 ' • 

40 The fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script (Stratagene GmbH, 
Heidelberg) . The correctness of the sequence was checked by 
sequencing (SEQ ID No. 3). It was transferred as EcoRI fragment 

45 from the PCR-Script vector into the correspondingly cut vector 
pBinl9 (Bevan, 1984). 
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It was transferred as Xbal fragment from the PCR-Script vector 
into the correspondingly cut vector which, as described abov , 
already contains the HPPD sequence. The result was the construct 
pBinAR-HPPD-DOXS (Figure 13), whose fragments have the following 
5 significance: 

Fragment A (529 bp) comprises the 35S promoter of the cauliflower 
mosaic virus (nucleotides 6909 to 7437). Fragment B comprises the 
transit peptide of plastidic transketolase. Fragment C comprises 
10 the HPPD gene. Fragment D comprises the polyadenylation signal of 
gene 3 of the T DNA of the Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 
1984) for termination of transcription. Fragment E comprises the 
DOXS gene. 

15 Example 12 

Production of transgenic tobacco plants 
(Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN) 

20 Transgenic tobacco plants having an altered prenyl lipid content 
were produced by transforming tobacco leaf disks with DOXS and 
HPPD sequences. To transform tobacco plants, 10 ml of an 
Agrobacterium tumefaciens overnight culture which had grown under 
selection were centrifuged, the supernatant was discarded and the 

25 bacteria were resuspended in the same volume of antibiotic-free 
medium. Leaf disks from sterile plants (diameter about 1 cm) were 
bathed in this bacterial suspension in a sterile Petri dish. The 
leaf disks were then placed on MS medium (Hurashige and Skoog, 
Physiol. Plant (1962) 15, 473) with 2% sucrose and 0.8% Bacto 

30 agar in Petri dishes. After incubation in the dark at 25°C for 
2 days, they were transferred to MS medium with 100 mg/1 
kanamycin, 500 mg/1 Claforan, 1 mg/1 benzylaminopurine (BAP), 
0.2 mg/1 naphthylacetic acid (NAA), 1.6% glucose and 0.8% Bacto 
agar, and the cultivation was continued (16 hours of light/ 

35 8 hours of dark) . Growing shoots were transferred to hormone-free 
MS medium with 2% sucrose, 250 mg/1 Claforan and 0.8% Bacto agar. 

Example 13 

40 Production of transgenic oilseed rape plants (Brassica napus) 

The production of transgenic oilseed rape plants having an 
altered prenyl lipid content was based on a protocol by 
Bade, J.B. and Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. 
45 and Spangenberg, G. , eds, Springer Lab Manual, Springer Verlag, 
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1995, 30-38), in which the compositions of the media and buffers 
used are also indicated. 



The transformations took place with the Agrobacterium tumefaciens 
5 strain LBA4404 (Clontech GmbH, Heidelberg). The binary vectors 
used were the binary constructs already described above with the 
total cDNAs of DOXS and HPPD. In all the binary vectors used 
here, the NOS terminator sequence was replaced by the 
polyadenylation signal of gene 3 of the T DNA of the Ti plasmid 

10 pTIACHS (Gielen et al., 1984) for termination of transcription. 
Brassica napus seeds were surface-sterilized with 70% (v/v) 
ethanol, washed in H2O at 55°C for 10 min, incubated in 1% 
strength hypochlorite solution (25% v/v Teepol, 0.1% v/v 
Tween 20) for 20 min and washed six times with sterile H 2 0 for 

15 20 min each time. The seeds were dried on filter paper for 

three days and 10-15 seeds were induced to germinate in a glass 
flask with 15 ml of germination medium. The roots and apices were 
removed from several seedlings (about 10 cm in size), and the 
remaining hypocotyls were cut into pieces about 6 mm long. The 

20 approx. 600 explants obtained in this way are washed with 50 ml 
of basal medium for 30 min and transferred into a 300 ml flask. 
After addition of 100 ml of callus induction medium, the cultures 
were incubated at 100 rpm for 24 h. 

25 An overnight culture of the agrobacterium strain was set up in 
Luria Broth medium with kanamycin (20 mg/1) at 29°C, and 2 ml of 
this were incubated in 50 ml of Luria Broth medium without 
kanamycin at 29°C for 4 h until the ODgoo was 0.4-0.5. After 
pelleting of the culture at 2 000 rpm for 25 min, the cell pellet 

30 was resuspended in 25 ml of basal medium. The concentration of 
the bacteria in the solution was adjusted to an ODgoo °* *>y 
adding further basal medium. 

The callus induction medium was removed from the oilseed rape 
35 explants using sterile pipettes, 50 ml of agrobacterium solution 
were added and, after cautious mixing, incubated for 20 min. The 
agrobacteria suspension was removed, the oilseed rape explants 
were washed with 50 ml of callus induction medium for 1 min and 
then 100 ml of callus induction medium were added. The 
40 cocultivation was carried out on a rotary shaker at 100 rpm for 
24 h. The cocultivation was stopped by removing the callus 
induction medium, and the explants were washed twice for 1 min 
each time with 25 ml and twice for 60 min with 100 ml each time 
of washing medium at 100 rpm. The washing medium with the 
45 explants was transferred into 15 cm Petri dishes, and the medium 
was removed using sterile pipettes. 
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For reg neration, in each case 20-30 explants were transferred 
into 90 mm Petri dishes which contained 25 ml of shoot-induction 
medium with kanamycin. The Petri dishes were sealed with 2 layers 
of Leukopor and incubated at 25°C and with 2 000 lux in 
5 photoperiods of 16 hours of light/8 hours of dark. The calli 
which developed were transferred every 12 days to fresh Petri 
dishes with shoot-induction medium. All further steps for 
regenerating whole plants }*ec^ carried out as described by Bade, 
J.B. and Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. and 
10 Spangenberg, G.,eds, Springer Lab Manual, Springer Verlag, 1995, 
30-38). 

Example 14 

15 Increasing tocopherol biosynthesis in oilseed rape 

The cDNA of DOXS (SEQ-ID No. 3) and of HPPD (SEQ-ID No. 5) was 
provided with a CaMV35S promoter and overexpressed in oilseed 
rape using the 35S promoter. In parallel with this,, the 

20 seed-specific promoter of the phaseolin gene was used in order 
specifically to increase the tocopherol content in the rape seed. 
Oilseed rape plants transformed with the corresponding constructs 
were grown in a glasshouse. The a-tocopherol content of the whole 
plant and of the seeds of the plant was then determined. In all 

25 cases, the a-tocopherol concentration was increased by comparison 
with the untrans formed plant. 

Example 15 

30 Cloning of a GGPPOR gene from Arabidopsis thaliana 

Isolation of total RNA from completely unfolded leaves of 
Arabidopsis thaliana: 

35 Completely unfolded leaves of Arabidopsis thaliana were harvested 
and frozen in liquid nitrogen. The material was then powdered in 
a mortar and taken up in Z6 buffer (8 M guanidium hydrochloride, 
20 mM MES, 20 mM EDTA pH 7.0). The suspension was transferred 
into reaction vessels and shaken with one volume of phenol/ 

40 chloroform/isoamyl alcohol 25:24:1). After centrifugation at 

15 000 rpm for 10 minutes, the supernatant was transferred into a 
new reaction vessel, and the RNA was precipitated with 
1/20 volumes of IN acetic acid and 0.7 volume of ethanol 
(absolute). After renewed centrifugation, the pellet was first 

45 washed with 3M sodium acetate solution and, after a further 

centrifugation, in 70% ethanol. The pellet was then dissolved in 
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confers on plants resistance to the antibiotic hygromycin and is 
thus suitable for superinfection of plants with kanamycin 
resistance. Since the plastid transit peptide of GGPPOR was also 
cloned, the protein ought to be transported into the plastids in 
5 transgenic plants. The construct is depicted in Figure 14. The 
fragments have the following significance: 

Fragment A (529 bp) comprises the 35S promoter of cauliflower 
mosaic virus (nucleotides 6909 to 7437 of cauliflower mosaic 
10 virus )• Fragment D comprises the polyadenylation signal of gene 3 
of the T DNA of Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) for 
termination of transcription. Fragment F comprises the gene of 
GGPPOR including the intrinsic plastid transit sequence. 

15 Example 16 

Production of constructs for transformation of plants with DOXS 
and GGPPOR sequences 

20 To produce plants which are transgenic for DOXS and GGPPOR, a 
binary vector comprising both gene sequences was manufactured 
(Figure 15). The GGPPOR gene with the intrinsic plastidic 
localization sequence was cloned (as described in Example 15) as 
BamHI/Sall fragment into the correspondingly cut vector 

25 pBinAR-Hyg. The DOXS gene was cloned as BamHI fragment as 

described in Example 3. The vector pBinAR-Hyg contains the 35S 
promoter of cauliflower mosaic virus and the polyadenylation 
signal of gene 3 of the T DNA of the Ti plasmid pTIACH5 (Gielen 
et al., 1984) for termination of transcription. This plasmid 

30 confers on plants resistance to the antibody hygromycin and is 
thus suitable for superinfection of plants with kanamycin 
resistance. 

The 35S promoter, the transketolase transit peptide, the DOXS 
35 gene and the polyadenylation signal of gene 3 of the T DNA of the 
Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) for termination of 
transcription was isolated from the plasmid pBinAR-TP-DOXS by 
PCR. An EcoRl cleavage site was attached in each case to the 
oligonucleotides for the promoter and the terminator sequence. 
40 The sequence of the oligonucleotide which anneals onto the 

promoter (in italics) is 5 ' -ATGAATTCCArGGAGrCAAAGArTCAAAMGA-3 * , 
and that of the oligonucleotide which anneals onto the terminator 
sequence (in italics) is 5 * -ATGAATTCGGACAATCAGTAAArTGAACGGAG-3 ' • 
The fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
45 Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 

information into the vector PCR-Script from Stratagene GmbH, 
Heidelberg. The correctness of the sequence was checked by 
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sequencing. It was transferred from the PCR-Script vector as 
EcoRI fragment into the correspondingly cut vector pBinl9 (Bevan, 
Nucleic Acids Res. 12 (1984), 8711-8721). 

5 The 35S promoter , the GGPPOR gene and the polyadenylation signal 
of gene 3 of the T DNA of the Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 
1984) for termination of transcription was isolated from the 
plasmid pBinARHyg-GGPPOR by PCR. An Xbal cleavage site was 
attached in each case to the oligonucleotides for the promoter 
10 and the terminator. The sequence of the oligonucleotide which 
anneals onto the promoter (in italics) is 

5 ' -ATTCTAGACATGGAGTCAAA-GATTCAAATAGA-3 ' , and that of the 
oligonucleotide which anneals onto the terminator sequence (in 
italics) is 5 '-ATTCTAGAGGACAA-TCAGrAAATTGAACGGAG-3 * . The fragment 

15 was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, Hilden) and 
cloned in accordance with the manufacturer's information onto the 
vector PCR-Script from Stratagene GmbH, Heidelberg. The 
correctness of the sequence was checked by sequencing. It was 
transferred from the PCR-Script vector as Xbal fragment into the 

20 correspondingly cut vector which already contained, as described 
above, the DOXS sequence. The result was the construct 
pBinAR-DOXS-GGPPOR (Figure 15 ), whose fragments have the 
following significance: 

25 Fragment A (529 bp) comprises the 35S promoter of cauliflower 
mosaic virus (nucleotides 6909 to 7437 of cauliflower mosaic 
virus). Fragment B comprises the transit peptide of the plastidic 
transketolase. Fragment E comprises the DOXS gene. Fragment D 
comprises the polyadenylation signal of gene 3 of the T DNA of 

30 the Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) for termination of 
transcription. Fragment F comprises the GGPPOR gene including the 
intrinsic plastid transit sequence. 

Example 17 

35 

Production of constructs for transformation of plants with DOXS, 
GGPPOR and HPPD DNA sequences 

To produce plants which are transgenic for DOXS, GGPPOR and HPPD, 
40 a binary vector containing all three gene sequences was 

manufactured (Figure 16). The GGPPOR gene was provided with the 
intrinsic plastidic localization sequence (as described in 
Example 15). The pBinAR-Hyg vector used confers on plants 
resistance to the antibiotic hygromycin and is thus suitable for 
45 superinfection of plants with kanamycin resistance. 
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To clone HPPD into vectors which additionally contain another 
cDNA, oligonucleotides were derived for a PCR, and a BamHI 
restriction cleavage site was attached to them at the 5' end and 
3' end. The oligonucleotide at the 5' end comprises the sequence 
5 5 ' -GGKTCCTCCAGCGGACAAGCCAAC-3 1 (nucleotides 37 to 55 distant from 
ATG in the 5' direction; in italics), and the oligonucleotide at 
the 3' end comprises the sequence 

5 ' -ATGGATCCCGCGCCGCCTACAGGrTG-3 * (ending with base pair 1140 of 
the coding sequence, starting 8 base pairs 3' of the TAG stop 
10 codon; in italics). The PCR reaction was carried out with Tli 
polymerase from Promega GmbH, Mannheim in accordance with the 
manufacturer's information. 10 ng of the plasmid pBinAR-HPPD were 
employed as template. The PCR program was as follows: 

15 5 cycles: 94°C 4 sec, 68°C 30 sec, 72°C 2 min 
5 cycles: 94°C 4 sec, 64°C 30 sec, 72°C 2 min 
25 cycles: 94°C 4 sec, 60°C 30 sec, 72°C 2 min 

The fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
20 Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script from Stratagene GmbH, 
Heidelberg. The correctness of the sequence was checked by 
sequencing. It was cut out of the vector PCR-Script as BamHI 
fragment and ligated into a correspondingly cut pBinAR vector 
25 which additionally contains the transit peptide of transketolase 
for introducing the gene product into plastids. The result was 
the plasmid pBinAR-TP-p-HPPD. 

For the cloning, the 35S promoter, the transketolase transit 

30 peptide, the p-HPPD gene and the polyadenylation signal of gene 3 
of the T DNA of the Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al. 1984) for 
termination of transcription was isolated from the plasmid 
pBinAR-TP-p-HPPD by PCR. A Hindlll cleavage site was attached in 
each case to the oligonucleotides for the promoter and the 

35 terminator. The sequence of the oligonucleotide which anneals 
onto the 5' region of the promoter (in italics) is 
5 4 -ATAAGCTTCATGGAGTCAAA-GA2TCAAATAGA-3 ' r and that of the 
oligonucleotide which anneals onto the termination sequence (in 
italics) is 5 ' -ATAAGCTTGGAC-AATCAGTAAATTGAACGGAG-3* . The 

40 resulting fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova 
GmbH, Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script from Stratagene GmbH, 
Heidelberg. The correctness of the sequence was checked by 
sequencing. It was transferred as Hindlll fragment from this 

45 PCR-Script vector into the correspondingly cut vector pBinl9 
(Bevan, 1984, Nucleic Acids Res. 12, 8711-8721). 
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The 35S promoter, the transketolase transit peptide, th DOXS 
gene and the polyadenylation signal of gene 3 of th T DNA of the 
Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) for termination of 
transcription was isolated from the plasmid pBinAR-TP-DOXS by 
5 PCR. An EcoRI cleavage site was attached in each case to the 
oligonucleotides for the promoter and the terminator sequence. 
The sequence of the oligonucleotide which anneals onto the 
promoter (in italics) is 5 ' -hTGPATTCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGA-S 4 , 
and that of the oligonucleotide which anneals onto the terminator 

10 sequence (in italics) is 5 ' -ATGAATTCGGACAArCAGrAAATTGAACGGAG-3 ' . 
The fragment was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, 
Hilden) and cloned in accordance with the manufacturer's 
information into the vector PCR-Script from Stratagene GmbH, 
Heidelberg* The correctness of the sequence was checked by 

15 sequencing. It was transferred from the PCR-Script vector as 

EcoRI fragment into the correspondingly cut vector which already 
contained the HPPD sequence as described above. 

The 35S promoter, the GGPPOR gene and the polyadenylation signal 

20 of gene 3 of the T DNA of the Ti plasmid pTIACH5 (Gielen et al., 
1984) for termination of transcription was isolated from the 
plasmid pBinARHyg -GGPPOR by PCR» An Xbal cleavage site was 
attached in each case to the oligonucleotides for the promoter 
and the terminator. The sequence of the oligonucleotide which 

25 anneals onto the promoter (in italics) is 

5 * -ATTCTAGACATGGAGTCAAA-GArrCAAATAGA-3 * , and that Of the 
oligonucleotide which anneals onto the terminator sequence (in 
italics) is 5 * -ATTCTAGAGGACAA-TCAGTAAATrGAACGGAG-3 ' . The fragment 
was purified using a Gene-Clean kit (Dianova GmbH, Hilden) and 

30 cloned in accordance with the manufacturer's information into the 
vector PCR-Script from Stratagene GmbH, Heidelberg. The 
correctness of the sequence was checked by sequencing. It was 
transferred from the PCR-Script vector as Xbal fragment into the 
correspondingly cut vector which already contained the HPPD and 

35 DOXS sequences as described above. The result was the construct 
pBinAR-DOXS-GGPPOR-HPPD (Figure 16), whose fragments have the 
following significance; 

Fragment A (529 bp) comprises the 35S promoter of cauliflower 
40 mosaic virus (nucleotides 6909 to 7437 of cauliflower mosaic 

virus). Fragment B comprises the transit peptide of the plastidic 
transketolase. Fragment C comprises the HPPD gene. Fragment D 
comprises the polyadenylation signal of gene 3 of the T DNA of 
the Ti plasmid pTIACHS (Gielen et al., 1984) for termination of 
45 transcription. Fragment E comprises the DOXS gene* Fragment F 
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comprises the GGPPOR gene including the intrinsic plastid transit 
sequence. 

Example 18 

5 

Increasing tocopherol biosynthesis in oilseed rape 

The cDNA of DOXS (SEQ ID No, 3) and of GGPOR (SEQ 10 No. 7) was 
provided with a CaMV35S promoter and overexpressed in rape using 

10 the 35S promoter. In parallel with this, the seed-specific 

promoter of the phaseolin gene was used in order specifically to 
increase the tocopherol content in the rapeseed. Oilseed rape 
plants transformed with the corresponding constructs were grown 
in a glasshouse. The a— tocopherol content of the whole plant and 

15 of the seeds of the plant was then determined. In all cases, the 
a— tocopherol concentration was increased by comparison with the 
untrans formed plant. 

Example 19 

20 

Increasing the tocopherol biosynthesis in oilseed rape 

The cDNA of DOXS (SEQ ID No. 3), of HPPD (SEQ ID No. 5) and of 
GGPPOR (SEQ-ID No. 7) was provided with a CaMV35S promoter and 

25 overexpressed in rape using the 35S promoter. In parallel with 
this, the seed-specific promoter of the phaseolin gene was used 
in order specifically to increase the tocopherol content in the 
rapeseed. Oilseed rape plants transformed with the corresponding 
constructs were grown in a glasshouse. The a— tocopherol content 

30 of the whole plant and of the seeds of the plant was then 
determined. In all cases, the a— tocopherol concentration was 
increased by comparison with the untransformed plant. 

35 



40 
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W claim: 

1. The use of DNA sequences coding for a 

5 l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) for producing 

plants with increased tocopherol, vitamin K, chlorophyll 
and/or carotenoid contents. 

2. The use of a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 or of 
10 a DNA sequence which hybridizes with the latter and codes for 

a l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) for 
producing plants with increased content of tocopherols, 
vitamin K, chlorophylls and/or carotenoids. 

15 3. The use of DNA sequences coding for a 

l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) and coding for 
a p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) for producing 
plants with increased tocopherol, vitamin K, chlorophyll 
and/or carotenoid contents. 

20 

4. The use of a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and of 
a DNA sequence SEQ ID No. 5 or of a DNA sequence which 
hybridizes with the latter and codes for a 
l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) and a 

25 p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase for producing plants with 
increased content of tocopherols, vitamin K, chlorophylls 
and/or carotenoids. 

5. The use of DNA sequences coding for a 

30 l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) and coding for 

a geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPP0R) for 
producing plants with increased tocopherol, vitamin K, 
chlorophyll and/or carotenoid contents. 

35 6. The use of a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and of 
a DNA sequence SEQ ID No. 7 or of a DNA sequence which 
hybridizes with the latter and codes for a 
l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS) and a 
geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) for 

40 producing plants with increased tocopherol, vitamin K, 
chlorophyll and/or carotenoid contents. 

7. The use of DNA sequences coding for a 

l-deoxy-D-xylulose-5 -phosphate synthase (DOXS) and coding for 
45 a hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) and coding for a 
ger anylger any 1 -pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) for 
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producing plants with increased tocopherol, vitamin K r 
chlorophyll and/or carotenoid contents, 

8. The use of a DNA sequence SEQ ID Mo. 1 or SEQ ID No. 3 and of 
5 a DNA sequence SEQ ID No* 5 and of a DNA sequence SEQ ID No. 

7 or of a DNA sequence which hybridizes with the latter and 
codes for a l-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DOXS), a 
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) and a 
geranylgeranyl-pyrophosphate oxidoreductase (GGPPOR) for 
10 producing plants with increased content of tocopherols, 
vitamin K, chlorophylls and/or carotenoids. 

9. A process for producing plants with increased tocopherol, 
vitamin K, chlorophyll and/or carotenoid contents, which 

15 comprises expressing a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID 
No. 3 or a DNA sequence which hybridizes with the latter in 
plants . 

10. A process for producing plants with increased tocopherol, 
20 vitamin K, chlorophyll and/or carotenoid contents, which 

comprises expressing a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID 
No. 3 and a DNA sequence SEQ ID No. 5 or DNA sequences which 
hybridize with the latter in plants. 

25 11. A process for producing plants with increased tocopherol, 
vitamin K, chlorophyll and/or carotenoid contents, which 
comprises expressing a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID 
No. 3 and a DNA sequence SEQ ID No. 7 or DNA sequences which 
hybridize with the latter in plants. 

30 

12. A process for producing plants with increased tocopherol, 
vitamin K, chlorophyll and/or carotenoid contents, which 
comprises expressing DNA sequences SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 
3, SEQ ID No. 5 and SEQ ID No. 7 or DNA sequences which 

35 hybridize with the latter in plants. 

13. A process for transforming a plant, which comprises 
introducing an expression cassette comprising a promoter and 
a DNA sequence SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 into a plant 

40 cell, into callus tissue, a whole plant or protoplasts of 
plant cells. 

14. A process for transforming a plant, which comprises 
introducing an expression cassette comprising a promoter and 

45 DNA sequences SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID No. 5 
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into a plant cell, into callus tissue, a whole plant or 
protoplasts of plant cells. 

A process for transforming a plant, which comprises 
introducing an expression cassette comprising a promoter and 
DNA sequences SEQ ID Ho. 1 or SEQ ID No. 3 and SEQ ID Ho. 7 
into a plant cell, into callus tissue, a whole plant or 
protoplasts of plant cells. 

10 16. A process for transforming a plant, which comprises 

introducing an expression cassette comprising a promoter and 
DNA sequences SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 5 and 
SEQ ID No. 7 into a plant cell, into callus tissue, a whole 
plant or protoplasts of plant cells. 

15 

17. A process for transforming plants as claimed in claim 13-16, 
wherein the transformation takes place with the aid of the 
strain Agrobacterium tumefaciens, of electroporation or of 
the particle bombardment method. 

20 

18. A plant transformed with an expression cassette as set forth 
in claim 13-16. 

19. A plant as claimed in claim 18 selected from the group of 
25 soybean, canola, barley, oats, wheat, oilseed rape, corn or 

sunflower. 

20. The use of SEQ ID No. 1 or SEQ-ID No. 3 for producing a test 
system for identifying DOXS inhibitors 

30 

21. A test system based on the expression of an expression 
cassette as set forth in claim 13 for identifying DOXS 
inhibitors . 

35 22. The use of a plant comprising a DNA sequence SEQ ID No. 1 or 
SEQ ID No. 3 or a DNA sequence which hybridize with the 
latter for producing plant and bacterial DOXS. 

40 



45 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> SunGene GmbH & Co.KGaA 

<120> DNA-Sequenz kodierend fuer eine 

l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase 

<130> 0050/49249 

<140> 0817 - 00006 
<141> 1999-08-04 

<160> 8 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 2458 
<212> DHA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2154) 

<400> 1 

atg get tct tct gca ttt get ttt cct tct tac ata ata acc aaa gga 48 

Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
15 10 15 

gga ctt tea act gat tct tgt aaa tea act tct ttg tct tct tct aga 96 
Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 
20 25 30 

tct ttg gtt aca gat ctt cca tea cca tgt ctg aaa cce aac aac aat 144 
Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 
35 40 45 

tec cat tea aac aga aga gca aaa gtg tgt get tea ctt gca gag aag 192 
Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 

ggt gaa tat tat tea aac aga cca cca act cca tta ctt gac act att 240 
Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr He 
65 70 75 80 

aac tac cca ate cae atg aaa aat ctt tct gtc aag gaa ctg aaa caa 288 
Asn Tyr Pr II His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu L u Lys Gin 
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ctt tct gat gag ctg aga tea gac gtg ate ttt aat gtg teg aaa acc 336 
Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val He Phe Asn Val Ser Lys Thr 
100 105 110 

ggt gga cat ttg ggg tea agt ctt ggt gtt gtg gag ctt act gtg get 384 
Gly Gly His Leu Gly Sex Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

ctt cat tac att ttc aat act cca caa gac aag att ctt tgg gat gtt 432 
Leu His Tyr lie Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

ggt eat cag tct tat cct cat aag att ctt act ggg aga aga gga aag 480 
Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys 
145 150 155 160 



atg cct aca atg agg caa acc aat ggt etc tct ggt ttc acc aaa cga 528 
Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 
165 170 175 

gga gag agt gaa cat gat tgc ttt ggt act gga cac age tea acc aca 576 
Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 
180 185 190 

ata tct get ggt tta gga atg gcg gta gga agg gat ttg aag ggg aag 624 
He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 



aac aac aat gtg gtt get gtg att ggt gat ggt gcg atg acg gca gga 672 
Asn Asn Asn Val Val Ala Val lie Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 

cag get tat gaa gee atg aac aac gec gga tat eta gac tct gat atg 720 
Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

att gtg att ctt aat gac aac aag caa gtc tea tta cct aca get act 768 
He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 
245 250 255 

ttg gat gga cca agt cca cct gtt ggt gca ttg age agt get ctt agt 816 
Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 
260 265 270 

egg tta cag tct aac ccg get etc aga gag ttg aga gaa gtc gca aag $64 
Arg Leu Gin S r Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
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ggt atg aca aag caa ata ggc gga cca atg cat cag ttg gcg get aag 912 
Gly Met Thr Lys Gin lie Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 

gta gat gtg tat get cga gga atg ata age ggt act gga teg tea ctg 960 
Val Asp Val Tyr Ala Arg Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

ttt gaa gaa etc ggt ctt tac tat att ggt cca gtt gat ggg cac aac 1008 
Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 
325 330 335 

ata gat gat ttg gta gec att ctt aaa gaa gtt aag agt acc aga acc 1056 
He Asp Asp Leu Val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 
340 345 350 

aca gga cct gta ctt att cat gtg gtg acg gag aaa ggt cgt ggt tat 1104 
Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 
355 360 365 

cct tac gcg gag aga get gat gac aaa tac cat ggt gtt gtg aaa ttt 1152 
Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

gat cca gca acg ggt aga cag ttc aaa act act aat gag act caa tct 1200 
Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

tac aca act tac ttt gcg gag gca tta gtc gca gaa gca gag gta gac 1248 
Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 
405 410 415 

aaa gat gtg gtt gcg att cat gca gec atg gga ggt gga acc ggg tta 1296 
Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 
420 425 430 

aat etc ttt caa cgt cgc ttc cca aca aga tgt ttc gat gta gga ata 1344 
Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly He 
435 440 445 

gcg gaa caa cac gca gtt act ttt get gcg ggt tta gec tgt gaa ggc 1392 
Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
450 455 460 

ctt aaa ccc ttc tgt gca ate tat teg tct ttc atg cag cgt get tat 1440 
Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
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gac cag gtt gtc cat gat gtt gat ttg caa aaa tta ccg gtg aga ttt 1488 
Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 
485 490 495 

gca atg gat aga get gga etc gtt: gga get gat ggt ccg aca cat tgt 1536 
Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 
500 505 510 

gga get ttc gat gtg aca ttt atg get tgt ctt cct aac atg ata gtg 1584 
Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala cys Leu Pro Asn Met lie Val 
515 520 525 

atg get cca tea gat gaa gca gat etc ttt aac atg gtt gca act get 1632 
Met Ala pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 
530 535 540 

gtt gcg att gat gat cgt cct tct tgt ttc cgt tac cct aga ggt aac 1680 
Val Ala lie Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

ggt att gga gtt gca tta cct ccc gga aac aaa ggt gtt cca att gag 1728 
Gly lie Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro lie Glu 
565 570 575 

att ggg aaa ggt aga att tta aag gaa gga gag aga gtt gcg ttg ttg 1776 
He Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 
580 585 j590 

ggt tat ggc tea gca gtt cag age tgt tta gga gcg get gta atg etc 1824 
Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
595 600 605 

gaa gaa cgc gga tta aac gta act gta gcg gat gca egg ttt tgc aag 1872 
Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 

cca ttg gac cgt get etc att cgc age tta get aag teg cac gag gtt 1920 
Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser Leu Ala Lys ser His Glu Val 
625 630 635 640 

ctg ate acg gtt gaa gaa ggt tec att gga ggt ttt ggc teg cac gtt 1968 
Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He Gly Gly Phe Gly Ser His Val 
645 650 655 

gtt cag ttt ctt get etc gat ggt ctt ctt gat ggc aaa etc aag tgg 2016 
Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 
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aga cca atg gta ctg cct gat cga tac att gat cac ggt gca cca get 2064 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr He Asp His Gly Ala Pro Ala 
6*75 680 605 

gat caa eta get gaa get gga etc atg cca tct cac ate gca gca acc 2112 

Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met Pro Ser His He Ala Ala Thr 

690 695 700 

gca ctt aac tta ate ggt gca cca agg gaa get ctg ttt tga 2154 

Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg Glu Ala Leu Phe 
705 710 715 



gagtaagaat ctgttggcta aaacatatgt 
tcttctaagt actgatcaga attcccgccc 
ttactaagat tgtgaagaga aaggcaaagg 
taaaactggt atttgttttg taattttagg 
taacatcttg taaaatcaat tactctcttg 
aaaa 



atacaaacac tetaaatgea acccaaggtt 2214 
gagaagtcct ttggcaacag ctatatatat 2274 
caaaggttgt gcaaagatta gtattataga 2334 
attgtgatga gatcgtgttg taccaataac 2394 
tgatcttcaa taagcttgag tgacaaaaaa 2454 

2458 



<210> 2 
<211> 717 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 2 

Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
15 10 15 

Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys ser Thr Ser Leu Ser Ser ser Arg 
20 25 30 

Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 
35 40 45 

Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 

Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pr Leu Leu Asp Thr He 
65 70 75 80 
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Asn Tyr Pro He His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 
85 90 95 

Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val He Phe Asn Val Ser Lys Thr 
100 105 110 

Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

Leu His Tyr He Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys 
145 150 155 160 

Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 
165 170 175 

Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 
180 185 190 

He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 

Asn Asn Asn Val val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 

Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 
245 250 255 

Leu Asp Gly Pro ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 
260 265 270 

Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
275 280 285 

Gly Met Thr Lys Gin He Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 

Val Asp Val Tyr Ala Arg Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 
325 330 335 
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He Asp Asp Leu Val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 
340 345 350 

Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 
355 360 365 

Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 
405 410 415 

Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 
420 425 430 

Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly He 
435 440 445 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ma Cys Glu Gly 
450 455 460 

Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
465 470 475 480 

Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 
485 490 495 

Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 
500 505 510 

Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met He Val 
515 520 525 

Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 
530 535 540 

Val Ala He Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 
565 570 575 

He Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 
580 585 590 
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Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys 
595 600 

Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val 
610 615 

Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser 
625 630 

Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He 
645 

Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu 
660 665 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr 
675 680 

Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met 
690 695 

Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg 
705 710 



PCT/EP99/05467 

Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
605 

Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
620 

Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
635 640 

Gly Gly Phe Gly Ser His Val 
650 655 

Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 
670 

He Asp His Gly Ala Pro Ala 
685 

Pro Ser His He Ala Ala Thr 
700 

Glu Ala Leu Phe 
715 



<210> 3 
<211> 1863 
<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1863) 

<400> 3 

atg agt ttt gat att gcc aaa tac ccg acc ctg gca ctg gtc gac tec 48 

Met Ser Phe Asp He Ala Lys Tyr Pro Thr Leu Ala Leu Val Asp Ser 
15 10 15 

acc cag gag tta cga ctg ttg ccg aaa gag agt tta ccg aaa etc tgc 96 
Thr Gin Glu Leu Arg Leu Leu Pro Lys Glu Ser Leu Pro Lys Leu Cys 
20 25 30 

gac gaa ctg cgc cgc tat tta etc gac age gtg age cgt tec age ggg 144 
Asp Glu Leu Arg Arg Tyr Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Ser Ser Gly 
35 40 45 

cac ttc gcc tec ggg ctg ggc acg gtc gaa ctg acc gtg gcg ctg cac 192 
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His Phe Ala Ser Gly Leu Gly Thr Val Glu Leu Thr Val Ala Leu His 
50 55 60 

tat gtc tac aac acc ccg ttt gac caa ttg att tgg gat gtg ggg cat 240 
Tyr Val Tyr Asn Thr Pro Phe Asp Gin Leu lie Trp Asp Val Gly His 
65 70 75 80 

cag get tat ccg cat aaa att ttg acc gga cgc cgc gac aaa ate ggc 288 
Gin Ala Tyr Pro His Lys lie Leu Thr Gly Arg Arg Asp Lys lie Gly 
85 90 95 

acc ate cgt cag aaa ggc ggt ctg cac ccg ttc ccg tgg cgc ggc gaa 336 
Thr lie Arg Gin Lys Gly Gly Leu His Pro Phe Pro Trp Arg Gly Glu 
100 105 110 

age gaa tat gac gta tta age gtc ggg cat tea tea acc tec ate agt 384 
Ser Glu Tyr Asp Val Leu Ser Val Gly His Ser Ser Thr Ser lie Ser 
115 120 125 

gec gga att ggt att gcg gtt get gee gaa aaa gaa ggc aaa aat cgc 432 
Ala Gly lie Gly He Ala Val Ala Ala Glu Lys Glu Gly Lys Asn Arg 
130 135 140 

cgc acc gtc tgt gtc att ggc gat ggc gcg att acc gca ggc atg gcg 480 
Arg Thr Val cys Val He Gly Asp Gly Ala He Thr Ala Gly Met Ala 
145 150 155 160 

ttt gaa gcg atg aat cac gcg ggc gat ate cgt cct gat atg ctg gtg 528 
Phe Glu Ala Met Asn His Ala Gly Asp lie Arg Pro Asp Met Leu Val 
165 170 175 

att etc aac gac aat gaa atg teg att tec gaa aat gtc ggc gcg etc 576 
He Leu Asn Asp Asn Glu Met Ser He Ser Glu Asn Val Gly Ala Leu 
180 185 190 

aac aac cat ctg gca cag ctg ctt tec ggt aag ctt tac tct tea ctg 624 
Asn Asn His Leu Ala Gin Leu Leu Ser Gly Lys Leu Tyr Ser Ser Leu 
195 200 205 

cgc gaa ggc ggg aaa aaa gtt ttc tct ggc gtg ccg cca att aaa gag 672 
Arg Glu Gly Gly Lys Lys Val Phe Ser Gly Val Pro Pro lie Lys Glu 
210 215 220 

ctg etc aaa cgc acc gaa gaa cat att aaa ggc atg gta gtg cct ggc 720 
L u Leu Lys Arg Thr Glu Glu His He Lys Gly Met Val Val Pro Gly 
225 230 235 240 

acg ttg ttt gaa gag ctg ggc ttt aac tac ate ggc ccg gtg gac ggt 768 
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Thr Leu Phe Glu Glu Leu Gly Phe Asn Tyr He Gly Pro Val Asp Gly 
245 250 255 

cac gat gtg ctg ggg ctt ate acc acg eta aag aac atg cgc gac ctg 816 
His Asp Val Leu Gly Leu He Thr Thr Leu Lys Asn Met Arg Asp Leu 
260 265 270 

aaa ggc ccg cag ttc ctg cat ate atg acc aaa aaa ggt cgt ggt tat 864 
Lys Gly Pro Gin Phe Leu His He Met Thr Lys Lys Gly Arg Gly Tyr 
275 280 285 

gaa ccg gca gaa aaa gac ccg ate act ttc cac gec gtg cct aaa ttt 912 
Glu Pro Ala Glu Lys Asp Pro He Thr Phe His Ala Val Pro Lys Phe 
290 295 300 

gat ccc tec age ggt tgt ttg ccg aaa agt age ggc ggt ttg ccg age 960 
Asp Pro Ser Ser Gly Cys Leu Pro Lys Ser Ser Gly Gly Leu Pro Ser 
305 310 315 320 

tat tea aaa ate ttt ggc gac tgg ttg tgc gaa acg gca gcg aaa gac 1008 
Tyr Ser Lys He Phe Gly Asp Trp Leu Cys Glu Thr Ala Ala Lys Asp 
325 330 335 

aac aag ctg atg gcg att act ccg gcg atg cgt gaa ggt tec ggc atg 1056 
Asn Lys Leu Met Ala He Thr Pro Ala Met Arg Glu Gly Ser Gly Met 
340 345 350 

gtc gag ttt tea cgt aaa ttc ccg gat cgc tac ttc gac gtg gca att 1104 
Val Glu Phe Ser Arg Lys Phe Pro Asp Arg Tyr Phe Asp Val Ala He 
355 360 365 

gee gag caa cac gcg gtg acc ttt get gcg ggt ctg gcg att ggt ggg 1152 
Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala He Gly Gly 
370 375 380 

tac aaa ccc att gtc gcg att tac tec act ttc ctg caa cgc gee tat 1200 
Tyr Lys Pro He Val Ala He Tyr Ser Thr Phe Leu Gin Arg Ala Tyr 
385 390 395 400 

gat cag gtg ctg cat gac gtg gcg att caa aag ctt ccg gtc ctg ttc 1248 
Asp Gin Val Leu His Asp Val Ala He Gin Lys Leu Pro Val Leu Phe 
405 410 415 

gee ate gac cgc gcg ggc att gtt ggt get gac ggt caa acc cat cag 1296 
Ala He Asp Arg Ala Gly He Val Gly Ala Asp Gly Gin Thr His Gin 
420 425 430 

ggt get ttt gat etc tct tac ctg cgc tgc ata ccg gaa atg gtc att 1344 
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Gly Ala Phe Asp Leu Ser Tyr Leu Arg Cys lie Pro Glu Met Val lie 
435 440 445 



atg acc ccg age gat gaa aac gaa tgt cgc cag atg etc tat ace ggc 1392 

Met Thr Pro Ser Asp Glu Asn Glu Cys Arg Gin Met Leu Tyr Thr Gly 
450 455 460 

tat cac tat aac gat ggc ccg tea gcg gtg cgc tac ccg cgt ggc aac 1440 

Tyr His Tyr Asn Asp Gly Pro Ser Ala Val Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
465 470 475 480 

gcg gtc ggc gtg gaa ctg acg ccg ctg gaa aaa eta cca att ggc aaa 1488 

Ala Val Gly Val Glu Leu Thr Pro Leu Glu Lys Leu Pro lie Gly Lys 

485 490 495 



ggc att gtg aag cgt cgt ggc gag aaa ctg gcg ate ctt aac ttt ggt 1536 
Gly lie Val Lys Arg Arg Gly Glu Lys Leu Ala He Leu Asn Phe Gly 
500 505 510 



acg ctg atg cca gaa gcg gcg aaa gtc gec gaa teg ctg aac gee acg 1584 
Thr Leu Met Pro Glu Ala Ala Lys Val Ala Glu Ser Leu Asn Ala Thr 
515 520 525 



ctg gtc gat atg cgt ttt gtg aaa ccg ctt gat gaa gcg tta att ctg 1632 
Leu Val Asp Met Arg Phe Val Lys Pro Leu Asp Glu Ala Leu He Leu 
530 535 540 



gaa atg gec gee age cat gaa gcg ctg 
Glu Met Ala Ala Ser His Glu Ala Leu 
545 550 

att atg ggc ggc gca ggc age ggc gtg 
He Met Gly Gly Ala Gly Ser Gly Val 
565 



gtc acc gta gaa gaa aac gec 1680 
Val Thr Val Glu Glu Asn Ala 
555 560 

aac gaa gtg ctg atg gee cat 1728 
Asn Glu Val Leu Met Ala His 
570 575 



cgt aaa cca gta ccc gtg ctg aac att ggc ctg ccg gac ttc ttt att 1776 
Arg Lys Pro Val Pro Val Leu Asn He Gly Leu Pro Asp Phe Phe He 
580 585 590 



ccg caa gga act cag gaa gaa atg cgc gec gaa etc ggc etc gat gec 1824 
Pro Gin Gly Thr Gin Glu Glu Met Arg Ala Glu Leu Gly Leu Asp Ala 
595 600 605 

get ggt atg gaa gee aaa ate aag gec tgg ctg gca taa 1863 
Ala Gly Met Glu Ala Lys He Lys Ala Trp Leu Ala 
610 615 620 



11 



CA 02339519 2001-02-02 



WO 00/08169 PCT/EP99/05467 

<210> 4 
<211> 620 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
<400> 4 

Met Ser Phe Asp lie Ala Lys Tyr Pro Thr Leu Ala Leu Val Asp Ser 
15 10 15 

Thr Gin Glu Leu Arg Leu Leu Pro Lys Glu Ser Leu Pro Lys Leu Cys 
20 25 30 

Asp Glu Leu Arg Arg Tyr Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Ser Ser Gly 
35 40 45 

His Phe Ala Ser Gly Leu Gly Thr Val Glu Leu Thr Val Ala Leu His 
50 55 60 

Tyr Val Tyr Asn Thr Pro Phe Asp Gin Leu lie Trp Asp Val Gly His 
65 70 75 80 

Gin Ala Tyr Pro His Lys lie Leu Thr Gly Arg Arg Asp Lys He Gly 
85 90 95 

Thr He Arg Gin Lys Gly Gly Leu His Pro Phe Pro Trp Arg Gly Glu 
100 105 110 

Ser Glu Tyr Asp Val Leu Ser Val Gly His Ser Ser Thr Ser He Ser 
115 120 125 

Ala Gly He Gly He Ala Val Ala Ala Glu Lys Glu Gly Lys Asn Arg 
130 135 140 

Arg Thr Val Cys Val He Gly Asp Gly Ala He Thr Ala Gly Met Ala 
145 150 155 160 

Phe Glu Ala Met Asn His Ala Gly Asp He Arg Pro Asp Met Leu Val 
165 170 175 

He Leu Asn Asp Asn Glu Met Ser He Ser Glu Asn Val Gly Ala Leu 
180 185 190 

Asn Asn His Leu Ala Gin Leu Leu Ser Gly Lys Leu Tyr Ser Ser Leu 
195 200 205 

Arg Glu Gly Gly Lys Lys Val Phe Ser Gly Val Pro Pro lie Lys Glu 
210 215 220 
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Leu Leu Lys Arg Thr Glu Glu His lie Lys Gly Met Val Val Pro Gly 
225 230 235 240 

Thr Leu Phe Glu Glu Leu Gly Phe Asn Tyr lie Gly Pro Val Asp Gly 
245 250 255 

His Asp Val Leu Gly Leu lie Thr Thr Leu Lys Asn Met Arg Asp Leu 
260 265 270 

Lys Gly Pro Gin Phe Leu His lie Met Thr Lys Lys Gly Arg Gly Tyr 
275 280 285 

Glu Pro Ala Glu Lys Asp Pro He Thr Phe His Ala Val Pro Lys Phe 
290 295 300 

Asp Pro Ser Ser Gly Cys Leu Pro Lys Ser Ser Gly Gly Leu Pro Ser 
305 310 315 320 

Tyr Ser Lys He Phe Gly Asp Trp Leu Cys Glu Thr Ala Ala Lys Asp 
325 330 335 

Asn Lys Leu Met Ala He Thr Pro Ala Met Arg Glu Gly Ser Gly Met 
340 345 350 

Val Glu Phe Ser Arg Lys Phe Pro Asp Arg Tyr Phe Asp Val Ala He 
355 360 365 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala He Gly Gly 
370 375 380 

Tyr Lys Pro He Val Ala He Tyr Ser Thr Phe Leu Gin Arg Ala Tyr 
385 390 395 400 

Asp Gin Val Leu His Asp Val Ala He Gin Lys Leu Pro Val Leu Phe 
405 410 415 

Ala He Asp Arg Ala Gly He Val Gly Ala Asp Gly Gin Thr His Gin 
420 425 430 

Gly Ala Phe Asp Leu Ser Tyr Leu Arg Cys He Pro Glu Met Val He 
435 440 445 

Met Thr Pro Ser Asp Glu Asn Glu Cys Arg Gin Met Leu Tyr Thr Gly 
450 455 460 

Tyr His Tyr Asn Asp Gly Pro Ser Ala Val Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
465 470 475 480 
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Ala Val Gly Val Glu Leu Thr Pro Leu Glu Lys Leu Pro lie Gly Lys 
485 490 495 

Gly lie Val Lys Arg Arg Gly Glu Lys Leu Ala lie Leu Asn Phe Gly 
500 505 510 

Thr Leu Met Pro Glu Ala Ala Lys Val Ala Glu Ser Leu Asn Ala Thr 
515 520 525 

Leu Val Asp Met Arg Phe Val Lys Pro Leu Asp Glu Ala Leu He Leu 
530 535 540 

Glu Met Ala Ala Ser His Glu Ala Leu Val Thr Val Glu Glu Asn Ala 
545 550 555 560 

He Met Gly Gly Ala Gly Ser Gly Val Asn Glu Val Leu Met Ala His 
565 570 575 

Arg Lys Pro Val Pro Val Leu Asn He Gly Leu Pro Asp Phe Phe He 
580 585 590 

Pro Gin Gly Thr Gin Glu Glu Met Arg Ala Glu Leu Gly Leu Asp Ala 
595 600 605 

Ala Gly Met Glu Ala Lys He Lys Ala Trp Leu Ala 
610 615 620 



<210> 5 
<211> 1469 
<212> DNA 

<213> streptomyces avermitilis 

<220> 
<221> CDS 

<222> (218) . . (1138) 
<400> 5 

gatatccgag cgccgccggg tccactgcgg tccgaagccg cggatgactc cattcgactg 60 

aagccggtcg agccgcgcct gcacggtgcc gcgcgcgacc ccgagccgcc gggacatctc 120 

gagcactccg atgcgcggct cccgcgccag cagcaccagg agccggccgt ccagatgatc 180 

gatcgccacg gcagcccctc cagtggtcat cctgtac atg cag ccc cac gcc atg 235 

Met Gin Pro His Ala Met 
1 5 
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ggc ggt gca ctg aac aca ttg tec age gga caa gec aac tat tgc gca 283 
Gly Gly Ala Leu Asn Thr Leu Ser Ser Gly Gin Ala Asn Tyr Cys Ala 
10 15 20 

cct tgc gga acg gag cga ccc tgc cgc cat gac gca gac cac aca cca 331 
Pro Cys Gly Thr Glu Arg Pro Cys Arg His Asp Ala Asp His Thr Pro 
25 30 35 

cac tec cga cac cgc ccg gca ggc cga ccc ctt ccc ggt gaa ggg aat 379 
His Ser Arg His Arg Pro Ala Gly Arg Pro Leu Pro Gly Glu Gly Asn 
40 45 50 

gga cgc ggt cgt ctt cgc cgt agg caa cgc caa gca ggc cgc gca eta 427 
Gly Arg Gly Arg Leu Arg Arg Arg Gin Arg Gin Ala Gly Arg Ala Leu 
55 60 65 70 

etc cac cgc ctt egg cat gca get tgt ggc gta etc egg acc gga gaa 475 
Leu His Arg Leu Arg His Ala Ala Cys Gly Val Leu Arg Thr Gly Glu 
75 80 85 

egg cag ccg cga gac cgc ttc gta cgt cct cac caa egg etc ggc acg 523 
Arg Gin Pro Arg Asp Arg Phe Val Arg Pro His Gin Arg Leu Gly Thr 
90 95 100 

ctt cgt cct cac etc cgt cat caa gec cgc cac ccc ctg ggg cca ctt 571 
Leu Arg Pro His Leu Arg His Gin Ala Arg His Pro Leu Gly Pro Leu 
105 110 115 

cct cgc cga cca tgt ggc cga gca egg cga egg cgt cgt cga cct cgc 619 
Pro Arg Arg Pro Cys Gly Arg Ala Arg Arg Arg Arg Arg Arg Pro Arg 
120 125 130 

cat cga ggt ccc gga cgc ccg cgc cgc cca cgc gta cgc gat cga gca 667 
His Arg Gly Pro Gly Arg Pro Arg Arg Pro Arg Val Arg Asp Arg Ala 
135 140 145 150 

egg cgc ccg etc ggt cgc cga gec gta cga get gaa gga cga gca egg 715 
Arg Arg Pro Leu Gly Arg Arg Ala Val Arg Ala Glu Gly Arg Ala Arg 
155 160 165 

cac ggt cgt cct cgc cgc gat cgc cac eta egg caa gac ccg cca cac 763 
His Gly Arg Pro Arg Arg Asp Arg His Leu Arg Gin Asp Pro Pro His 
170 175 180 

cct cgt cga ccg gac egg eta cga egg ccc eta cct ccc egg eta cgt 811 
Pro Arg Arg Pro Asp Arg Leu Arg Arg Pro Leu Pro Pro Arg Leu Arg 
185 190 195 
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ggc cgc cgc ccc gat cgt cga acc gcc cgc cca ccg cac ctt cca ggc 859 
Gly Arg Arg Pro Asp Arg Arg Thr Ala Arg Pro Pro His Leu Pro Gly 
200 205 210 

cat cga cca ctg cgt egg caa cgt cga get egg ccg gat gaa cga atg 907 
His Arg Pro Leu Arg Arg Gin Arg Arg Ala Arg Pro Asp Glu Arg Met 
215 220 225 230 

ggt egg ctt eta caa caa ggt cat ggg ctt cac gaa cat gaa gga gtt 955 
Gly Arg Leu Leu Gin Gin Gly His Gly Leu His Glu His Glu Gly Val 
235 240 245 

cgt ggg cga cga cat cgc gac cga gta etc ggc get gat gtc gaa ggt 1003 
Arg Gly Arg Arg His Arg Asp Arg Val Leu Gly Ala Asp Val Glu Gly 
250 255 260 

cgt ggc cga egg cac get caa ggt eaa gtt ccc gat caa cga gcc cgc 1051 
Arg Gly Arg Arg His Ala Gin Gly Gin Val Pro Asp Gin Arg Ala Arg 
265 270 275 

cct cgc caa gaa gaa gtc cca gat cga cga gta cct gga gtt eta egg 1099 
Pro Arg Gin Glu Glu Val Pro Asp Arg Arg Val Pro Gly Val Leu Arg 
280 285 290 

egg cgc ggg cgt cca gca cat cgc get gaa cac ggg tga categtegag 1148 
Arg Arg Gly Arg Pro Ala His Arg Ala Glu His Gly 
295 300 305 

aeggtacgea cgatgcgcgc cgccggcgtc cagttcctgg acacgcccga ctcgtactac 1208 

gacaccctcg gggagtgggt gggcgacacc cgcgtccccg tcgacaccct gcgcgagctg 1268 

aagatcctcg cggaccgcga egaggaegge tatctgetec agatcttcac caagccggtc 1328 

eaggaccgec egaeggtett cttcgagatc atcgaacgcc aeggctcgat gggattegge 1388 

aagggcaact tcaaggccct gttcgaggcg ategageggg agcaggagaa geggggcaac 1448 

ctgtaggcgg cgcggcccgg g 1469 



<210> 6 
<211> 306 
<212> PRT 

<213> streptomyces avermitilis 
<400> 6 

Met Gin Pro His Ala Met Gly Gly Ala Leu Asn Thr Leu Ser Ser Gly 
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Gin Ala Asn Tyr Cys Ala Pro Cys Gly Thr Glu Arg Pro Cys Arg His 
20 25 30 

Asp Ala Asp His Thr Pro His Ser Arg His Arg Pro Ala Gly Arg Pro 
35 40 45 

Leu Pro Gly Glu Gly Asn Gly Arg Gly Arg Leu Arg Arg Arg Gin Arg 
50 55 60 

Gin Ala Gly Arg Ala Leu Leu His Arg Leu Arg His Ala Ala Cys Gly 
65 70 75 80 

Val Leu Arg Thr Gly Glu Arg Gin Pro Arg Asp Arg Phe Val Arg Pro 
85 90 95 

His Gin Arg Leu Gly Thr Leu Arg Pro His Leu Arg His Gin Ala Arg 
100 105 110 

His Pro Leu Gly Pro Leu Pro Arg Arg Pro Cys Gly Arg Ala Arg Arg 
115 120 125 

Arg Arg Arg Arg Pro Arg His Arg Gly Pro Gly Arg Pro Arg Arg Pro 
130 135 140 

Arg Val Arg Asp Arg Ala Arg Arg Pro Leu Gly Arg Arg Ala Val Arg 
145 150 155 160 

Ala Glu Gly Arg Ala Arg His Gly Arg Pro Arg Arg Asp Arg His Leu 
165 170 175 

Arg Gin Asp Pro Pro His Pro Arg Arg Pro Asp Arg Leu Arg Arg Pro 
180 185 190 

Leu Pro Pro Arg Leu Arg Gly Arg Arg Pro Asp Arg Arg Thr Ala Arg 
195 200 205 

Pro Pro His Leu Pro Gly His Arg Pro Leu Arg Arg Gin Arg Arg Ala 
210 215 220 

Arg Pro Asp Glu Arg Met Gly Arg Leu Leu Gin Gin Gly His Gly Leu 
225 230 235 240 

His Glu His Glu Gly Val Arg Gly Arg Arg His Arg Asp Arg Val Leu 
245 250 255 



Gly Ala Asp Val Glu Gly Arg Gly Arg Arg His Ala Gin Gly Gin Val 
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260 265 2*70 

Pro Asp Gin Arg Ala Arg Pro Arg Gin Glu Glu Val Pro Asp Arg Arg 
275 280 285 

Val Pro Gly Val Leu Arg Arg Arg Gly Arg Pro Ala His Arg Ala Glu 
290 295 300 



His Gly 
305 



<210> 7 
<211> 1479 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) (1401) 



<400> 7 

atg gcg acg acg gtt aca etc aaa tec ttc acc gga ctt cgt caa tea 48 

Met Ala Thr Thr Val Thr Leu Lys Ser Phe Thr Gly Leu Arg Gin Ser 
15 10 15 



tea acg gag caa aca aac ttc gtc tct cat gta ccg tea tea ctt tct 96 
Ser Thr Glu Gin Thr Asn Phe Val Ser His Val Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 30 



etc cct caa cga egg acc tct etc cga gta acc gca gee agg gec act 144 
Leu Pro Gin Arg Arg Thr Ser Leu Arg Val Thr Ala Ala Arg Ala Thr 
35 40 45 



ccc aaa etc tec aac cgt aaa etc cgt gtc gee gtc ate ggt ggt gga 192 
Pro Lys Leu Ser Asn Arg Lys Leu Arg Val Ala Val He Gly Gly Gly 
50 55 60 



cca gca ggc ggg gca get gca gag 
Pro Ala Gly Gly Ala Ala Ala Glu 
65 70 

acg att etc ate gag cgt aag atg 
Thr He Leu He Glu Arg Lys Met 
85 



act eta gca caa gga gga ate gag 240 
Thr Leu Ala Gin Gly Gly lie Glu 
75 80 

gac aat tgc aag cct tgc ggt ggc 288 
Asp Asn Cys Lys Pro Cys Gly Gly 
90 95 



gcg att cct etc tgt atg gtc gga gaa ttc aac ttg ccg ttg gat att 336 
Ala He Pro Leu Cys Met Val Gly Glu Phe Asn Leu Pro Leu Asp He 
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100 105 110 

att gat egg aga gtg acg aag atg aag atg att teg ccg teg aac att 384 
He Asp Arg Arg Val Thr Lys Met Lys Met He Ser Pro Ser Asn He 
115 120 125 

get gtt gat att ggt cgt acg ctt aag gag cat gag tat ata ggt atg 432 
Ala val Asp He Gly Arg Thr Leu Lys Glu His Glu Tyr He Gly Met 
130 135 140 

gtg aga aga gaa gtt ctt gat get tat ctg aga gag aga get gag aag 480 
val Arg Arg Glu Val Leu Asp Ala Tyr Leu Arg Glu Arg Ala Glu Lys 
145 150 155 160 

agt gga gee act gtg att aac ggt etc ttc ctt aag atg gat cat ccg 528 
Ser Gly Ala Thr Val He Asn Gly Leu Phe Leu Lys Met Asp His Pro 
165 170 175 

gag aat tgg gac teg ccg tac act ttg cat tac act gag tac gat ggt 576 
Glu Asn Trp Asp Ser Pro Tyr Thr Leu His Tyr Thr Glu Tyr Asp Gly 
180 185 190 

aaa act gga get aca ggg acg aag aaa aca atg gag gtt gat get gtc 624 
Lys Thr Gly Ala Thr Gly Thr Lys Lys Thr Met Glu Val Asp Ala Val 
195 200 205 

att gga get gat gga get aac tct agg gtt get aaa tct att gat get 672 
He Gly Ala Asp Gly Ala Asn Ser Arg Val Ala Lys Ser He Asp Ala 
210 215 220 

ggt gat tac gac tac gca att gca ttt cag gag agg att agg att cct 720 
Gly Asp Tyr Asp Tyr Ala He Ala Phe Gin Glu Arg He Arg He Pro 
225 230 235 240 

gat gag aaa atg act tac tat gag gat tta get gag atg tat gtt gga 768 
Asp Glu Lys Met Thr Tyr Tyr Glu Asp Leu Ala Glu Met Tyr Val Gly 
245 250 255 

gat gat gtg teg ccg gat ttc tat ggt tgg gtg ttc cct aag tgc gac 816 
Asp Asp Val Ser Pro Asp Phe Tyr Gly Trp Val Phe Pro Lys Cys Asp 
260 265 270 

cat gta get gtt gga aca ggt act gtg act cac aaa ggt gac ate aag 864 
His Val Ala Val Gly Thr Gly Thr Val Thr His Lys Gly Asp He Lys 
275 280 285 

aag ttc cag etc gcg acc aga aac aga get aag gac aag att ctt gga 912 
Lys Phe Gin Leu Ala Thr Arg Asn Arg Ala Lys Asp Lys He Leu Gly 
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290 



295 



300 



ggg aag ate ate cgt gtg gag get cat ccg att cct gaa cat ccg aga 
Gly Lys He He Arg Val Glu Ala His Pro He Pro Glu His Pro Arg 
305 310 315 320 



960 



cca cgt agg etc teg aaa cgt gtg get ctt gta ggt gat get gca ggg 
Pro Arg Arg Leu Ser Lys Arg Val Ala Leu Val Gly Asp Ala Ala Gly 
325 330 335 



1008 



tat gtg act aaa tgc tct ggt gaa ggg ate tac ttt get get aag agt 
Tyr Val Thr Lys Cys Ser Gly Glu Gly He Tyr Phe Ala Ala Lys Ser 
340 345 350 



1056 



gga aga atg tgt get gaa gee att gtc gaa ggt tea cag aat ggt aag 
Gly Arg Met Cys Ala Glu Ala He Val Glu Gly Ser Gin Asn Gly Lys 
355 360 365 



1104 



aag atg att gac gaa ggg gac ttg agg aag tac ttg gag aaa tgg gat 
Lys Met He Asp Glu Gly Asp Leu Arg Lys Tyr Leu Glu Lys Trp Asp 
370 315 380 



1152 



aag aca tac ttg cct ace tac agg gta ctt gat gtg ttg cag aaa gtg 
Lys Thr Tyr Leu Pro Thr Tyr Arg Val Leu Asp Val Leu Gin Lys Val 
385 390 395 400 



1200 



ttt tac aga tea aat ccg get aga gaa gcg ttt gtg gag atg tgt aat 
Phe Tyr Arg Ser Asn Pro Ala Arg Glu Ala Phe Val Glu Met Cys Asn 
405 410 415 



1248 



gat gag tat gtt cag aag atg aca ttc gat age tat ctg tac aag egg 
Asp Glu Tyr Val Gin Lys Met Thr Phe Asp Ser Tyr Leu Tyr Lys Arg 
420 425 430 



1296 



gtt gcg ccg ggt agt cct ttg gag gat ate aag ttg get gtg aac ace 
Val Ala Pro Gly Ser Pro Leu Glu Asp He Lys Leu Ala Val Asn Thr 
435 440 445 



1344 



att gga agt ttg gtt agg get aat get eta agg aga gag att gag aag 
He Gly Ser Leu Val Arg Ala Asn Ala Leu Arg Arg Glu He Glu Lys 
450 455 460 



1392 



ctt agt gtt taagaaacaa ataatgaggt ctatctcctt tcttcatctc 

Leu Ser Val 

465 



1441 



tatctctctt tttttgtctg ttagtaatct atctacac 



1479 
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<210> 8 
<211> 467 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 8 

Met Ala Thr Thr Val Thr Leu Lys Ser Phe Thr Gly Leu Arg Gin Ser 
15 10 15 

Ser Thr Glu Gin Thr Asn Phe Val Ser His Val Pro Ser Ser Leu Ser 
20 25 30 

Leu Pro Gin Arg Arg Thr Ser Leu Arg Val Thr Ala Ala Arg Ala Thr 
35 40 45 

Pro Lys Leu Ser Asn Arg Lys Leu Arg Val Ala Val lie Gly Gly Gly 
50 55 60 

Pro Ala Gly Gly Ala Ala Ala Glu Thr Leu Ala Gin Gly Gly lie Glu 
65 70 75 80 

Thr He Leu lie Glu Arg Lys Met Asp Asn cys Lys Pro Cys Gly Gly 
85 90 95 

Ala lie Pro Leu Cys Met Val Gly Glu Phe Asn Leu Pro Leu Asp He 
100 105 110 

He Asp Arg Arg Val Thr Lys Met Lys Met He Ser Pro Ser Asn He 
115 120 125 

Ala Val Asp He Gly Arg Thr Leu Lys Glu His Glu Tyr He Gly Met 
130 135 140 

Val Arg Arg Glu val Leu Asp Ala Tyr Leu Arg Glu Arg Ala Glu Lys 
145 150 155 160 

Ser Gly Ala Thr Val He Asn Gly Leu Phe Leu Lys Met Asp His Pro 
165 170 175 

Glu Asn Trp Asp Ser Pro Tyr Thr Leu His Tyr Thr Glu Tyr Asp Gly 
180 165 190 

Lys Thr Gly Ala Thr Gly Thr Lys Lys Thr Met Glu Val Asp Ala Val 
195 200 205 

He Gly Ala Asp Gly Ala Asn Ser Arg Val Ala Lys S r He Asp Ala 
210 215 220 
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Gly Asp Tyr Asp Tyr Ala lie Ala Phe Gin Glu Arg lie Arg lie Pro 
225 230 235 240 

Asp Glu Lys Met Thr Tyr Tyr Glu Asp Leu Ala Glu Met Tyr Val Gly 
245 250 255 

Asp Asp Val Ser Pro Asp Phe Tyr Gly Trp Val Phe Pro Lys Cys Asp 
260 265 270 

His Val Ala Val Gly Thr Gly Thr Val Thr His Lys Gly Asp He Lys 
275 280 285 

Lys Phe Gin Leu Ala Thr Arg Asn Arg Ala Lys Asp Lys He Leu Gly 
290 295 300 

Gly Lys He He Arg Val Glu Ala His Pro He Pro Glu His Pro Arg 
305 310 315 320 

Pro Arg Arg Leu Ser Lys Arg Val Ala Leu Val Gly Asp Ala Ala Gly 
325 330 335 

Tyr Val Thr Lys Cys Ser Gly Glu Gly He Tyr Phe Ala Ala Lys Ser 
340 345 350 

Gly Arg Met Cys Ala Glu Ala He Val Glu Gly Ser Gin Asn Gly Lys 
355 360 365 

Lys Met He Asp Glu Gly Asp Leu Arg Lys Tyr Leu Glu Lys Trp Asp 
370 375 380 

Lys Thr Tyr Leu Pro Thr Tyr Arg Val Leu Asp Val Leu Gin Lys Val 
385 390 395 400 

Phe Tyr Arg Ser Asn Pro Ala Arg Glu Ala Phe Val Glu Met Cys Asn 
405 410 415 

Asp Glu Tyr Val Gin Lys Met Thr Phe Asp Ser Tyr Leu Tyr Lys Arg 
420 425 430 

Val Ala Pro Gly Ser Pro Leu Glu Asp He Lys Leu Ala Val Asn Thr 
435 440 445 

He Gly Ser Leu Val Arg Ala Asn Ala Leu Arg Arg Glu He Glu Lys 
450 455 460 



Leu Ser Val 
465 
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Figure 5 



Binary vector for overexpression of the DOXS gene from E. coli in 
5 the cytosol of transgenic plants 
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Binary vector for overexpression of the DOXS gene from E.coli in 
plastids of transgenic plants. 
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Figure 7: DOXS gene RNA expression 1 vel 
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Figure 8: Amounts of protein in transgenic plants 
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Figure 9: w stern analysis 
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Figure 11 

Binary vector for overexpression of the HPPD gene from 
5 Streptomyces avermitilis in the cytosol of transgenic plants 
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Binary vector for overexpression of the HPPD gene from 
Streptomyces avermitilis in plastids of transgenic plants 
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Figure 13 

Binary vector for overexpression of the HPPD gene from 
Streptomyces avermitilis and the DOXS gene from E.coli in 
5 plastids of transgenic plants. 
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Binary vector for overexpression of the GGPPOR gene from 
Arabidopsis thaliana in plastids of transgenic plants. 
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